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La sclerose en plaques (SEP) est une maladie chronique du 
systeme nerveux central de I'homme, evoluant par succession de phases 
de rennission et de poussee ou selon une progression reguliere, dont la 
caracteristique anatomopathologique consiste en la formation de zones de 
5 demyelinisation bien delimitees dans la substance blanche du cerveau et de 
la moelle epiniere. 

Au niveau histologique, ces zones presentent au stade precoce 
du processus lesionnel, une degradation de la myeline peri-axonale associee 
a une attefnte des cellules gliales responsable de cette demyelinisation. Une 

10 activation macrophagique inflammatoire impliquant les cellules microgliales 
(macrophages tissulaires residants du systeme nerveux central), ainsi que, 
probablement, des macrophages provenant de monocytes sanguins 
infiltres, est associee a ce processus de demyelinisation et contribue a la 
destruction des feuillets myelinises. Au centre de la zone demyelinisee, une 

15 depletion relative en cellules gliales est retrouvee alors qu'une proliferation 
d'astrocytes se developpe a la peripherie et peut envahir la plaque 
demyelinisee pour generer une plaque fibreuse ou gliotique. Ces structures 
sclerotiques sont a I'origine du nom donne a la maladie. 

Une autre caracteristique de ces plaques est leur association 

20 quasi syst6matique avec un 6l6ment vasculaire autour duquel elles se 
developpent. 

Au niveau histologique, on observe une alteration fr6quente de 
la barriere hemato-encephalique (BHE) constituee par rendothelium 
capillaire. Un des elements determinants dans le maintien de la BHE est 

25 constitue par la presence sous-jacente d'extensions cytoplasmiques des 
astrocytes, appel6es pieds astrocytaires. Vraisemblablement, les pieds 
astrocytaires induisent la formation ou permettent le maintien de structures 
de jonction Stanches qui assurent la cohesion de la barriere endothelials 
capillaire concretisant la BHE. Or, diff6rents modeles pathologiques font 

30 6tat de Talt^ration de la BHE et d'une d6pl6tion des pieds astrocytaires. 



• # 



Par ailleurs, dans le processus lesionnel de la SEP, ('alteration de 
la BHE contribue a amplifier la reponse inflammatoire associee, par I'afflux 
de cellules lymphoVdes provenant de la circulation sanguine. La contribution 
de rinflammation associee aux cellules immunitaires est importante dans la 
SEP et participe au processus lesionnel. 

L'etiologie de la SEP est la source d'un debat d'actualite parce 
que la maladie pourrait avoir des causes multiples. Des arguments ont ete 
avances en faveur d'une hypothese bacterienne, virale ou auto-immune. 

Les retrovirus sont des candidats potentiellement interessants 
pour I'etude etiologique de la sclerose en plaques, par analogic avec une 
maladie ovine tres proche de la SEP, induite chez le mouton par un 
retrovirus exogene : le virus MAEDI-VISNA. L'infection experimentale de 
moutons par inoculation intra-ventriculaire de souches neurovirulentes du 
virus VISNA a permis d'etablir la responsabilite de ce virus dans la genese 
de l'infection demyelinisante du mouton. 

De nombreux travaux ont ete realises pour etayer I'hypothese 
d'une etiologie virale de la maladie et la decouverte que HTLV-1, un 
oncovirus, est associe a une myelopathie chronique et progressive, la 
Paraparesie Spastique Tropicaie (PST), a relance I'int^ret pour les virus, 
sans qu'il ait pu etre etabli un lien de causalite entre virus et sclerose en 
plaques. 

Recemment, les travaux de H. Perron et at. (Res. ViroL 1989 ; 
140, 551-561 ; " Current Concepts in Multiple Sclerosis " Wietholer et aL, 
eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, 111-116 et the Lancet 1991 ; 337, 862- 
863) ont permis a partir d'une ponction lombaire de liquide c6phalo- 
rachidien d'un patient SEP d'isoler une lignee non immortalis6e de cellules 
non lymphoVdes et de mettre en Evidence la presence d'un virus, presentant 
les caract^ristiques d'un retrovirus et montrant en particulier un pic 
correspondant a une activite transcriptase inverse, dans le surnageant de 
culture de cette Iign6e. Plus recemment encore, ces memes auteurs ont 



obtenu a partir de ce pic d'activite transcriptase inverse un ADN 
complementaire qui correspondait au gene pol codant pour I'enzyme RT 
(transcriptase inverse ou reverse transcriptase). Ce retrovirus, appele MSRV 
par les auteurs, a notamment ete caracterise au niveau genomique dans la 
5 demande de brevet PCT WO 99/02666. L'analyse phylogenique, par 
comparaison de la sequence de la region pol de MSRV avec d'autres 
sequences pol disponibles dans les bases de donnees a permis de montrer 
que MSRV est proche de la famille ERV-9 (endogenous retrovirus-9). 

Par ailleurs, F. Besenne et al. dans la demande de brevet PCT 

10 WO 99/02696 ont crible une banque d'ADNc a I'aide d'une sonde Ppol- 
MSRV et detecte des clones chevauchants qui leur ont permis de 
reconstruire un ARN genomique putatif de 7582 nucleotides. Cet ARN 
genomique presente une structure H'\Jb'gag-pol-enV'\JZ-R caracteristique 
des retrovirus et une interrogation de plusieurs bases de donnees a permis 

15 de montrer qu'il existe une quantite importante de sequences genomiques 
(ADN) apparentees dans le genome humain qui sent retrouvees sur 
plusieurs chromosomes. Les auteurs ont ainsi mis en evidence I'existence 
de structures partielles de type retroviral dans le genome humain et 
envisage leur role potentiel dans des maladies auto-immunes, comme la 

20 sclerose en plaques. Cette nouvelle famille de retrovirus endogenes a et6 
denommee HERV-W, en raison de ses caract6ristiques structurelles. 
L'analyse phylogenique dans la region pol a montre que la famille HERV-W 
est phylogeniquement proche des families ERV-9 et RTVL-H et appartient 
done a la famille des retrovirus endogenes de type I. Par ailleurs, l'analyse 

25 phylogenique de la trame de lecture ouverte de env montre qu'elle est plus 
proche des retrovirus simiens de type D et des retrovirus de la 
r^ticuloendotheliose aviaire que des retrovirus mammiferes de type C, 
sugg6rant une structure de genome chim6rique C/D. Les analyses des 
arbres phylog6niques montrent que les families ERV-9 et HERV-W d6rivent 

30 de deux vagues d'insertion ind6pendantes. 



Tous ces elements plaident en faveur de I'implication d'elements 
retroviraux dans la sclerose en plaques. 

II semble, par ailleurs, maintenant probable que des 
manifestations auto-immunes peuvent etre induites par I'expression de 
5 superantigenes (SAgs). 

Las superantigenes sont des molecules susceptibles de se lier a 
des molecules de classe II du Complexe Majeur d'Histocompatibilite (CMH) 
et a des sequences peptidiques caracteristiques de certaines families de 
recepteurs des cellules T (Vp). Ces superantigenes activent un grand 

10 nombre de clones T, independamment du peptide antigenique reconnu par 
leur TCR (recepteur des cellules T) en association avec le CMH de la cellule 
presentatrice d'antigenes. La consequence de cette activation est une 
proliferation polyclonale ou une induction d'anergie, voire d'apoptose, dans 
la population lymphocytaire T porteuse de ce Vp. Les superantigenes sont 

15 des produits d'expression de micro-organismes, tels que bacteries et 
retrovirus exogenes ou endogenes. 

Le recepteur T (TCR) present a la surface des lymphocytes et 
implique dans la reconnaissance d'un antigene ou d'un superantigene est 
constitue de deux chaTnes, une chaTne a de 40 a 50 kDa et une chaTne p de 

20 35 a 47 kDa, liees entre elles par un pont disulfure. Chaque chaTne 
polypeptidique comprend deux domaines d'environ 110 acides amines 
chacun, qui sont organises comme les domaines des immunoglobulines. lis 
sont ancr6s dans la membrane plasmique par un peptide transmembranaire 
et possedent une courte queue cytoplasmique. La difference de poids 

25 moleculaire entre les deux chaTnes a et p est due a la presence d'une 
chaTne carbohydrat6e en position N-terminale de la chaine a. La variabilite 
de sequence en acides amines reside dans le domains N-terminal de chaque 
polypeptide a et p, homologues des domaines variables des 
immunoglobulines. Chaque domains est code par un rearrangement de 

30 genes V, D et J pour la chaTne p et V et J pour la chaTne a. L'analyse des 



sequences de ces differents domaines TCR V revele une grande variabilite 
qui correspond aux regions hypervariables des immunoglobulines (CDRs). 
(Roitt 1. et al.. Immunology 3'"^ edition, Mosby, England). 

Le rearrangement des genes du TCR est similaire a celui des 
5 genes des immunoglobulines. La diversite des TCRs provient d'une 
recombinaison genetique entre les segments V, D et J. Les genes Vps, 
incluant les genes D, J et C, sent groupes ensemble a rexception de Vpi4 
qui est present a I'extremite 3' du locus. Une diversite extensive est 
generee pendant les procedes de regroupement des regions V-D-J, mais 

10 aussi V-J et V-D-D-J. 

Un superantigene est capable d'activer les lymphocytes T de 
facon non specifique, contrairement a un antigene. Un superantigene est 
capable de se fixer conjointement aux molecules du CMHll presentes a la 
surface des cellules presentatrices de Tantigene et aux molecules Vps du 

15 recepteur T present a la surface des cellules T. La chaTne Vp du TCR fixe le 
superantigene a I'exterieur du site specifique d'antigene du TCR, mais cela 
est suffisant pour activer la cellule T. Cette fixation entrame une induction 
de signaux intracellulaires dans la cellule T. Ces cascades de signaux 
intracellulaires induisent soit la proliferation de la cellule T portant le Vp 

20 d'interet, soit une anergie ou une apoptose de la cellule. Ainsi, en fonction 
des conditions experimentales, I'effet sur la sous population des 
lymphocytes T activee peut etre un effet de proliferation, d'anergie ou 
d'apoptose polyclonale. Contrairement a une reponse T a un antigene 
classique, la stimulation des lymphocytes T est done polyclonale et non 

25 oligoclonale, voire monoclonale (Scherer et al., 1993 Annu. Rev. Cell 
Biology 9 : 101-128). Cette induction de proliferation cellulaire, d'anergie 
ou d'apoptose depend de plusieurs parametres qui agissent en 
combinaison. Elle depend en particulier de la concentration du 
superantigene et de I'existence de rencontres prealables de stimulations 

30 analogues cibiant le meme Vp par le systeme immunitaire du donneur de 



lymphocytes T. La mise en anergie ou en apoptose peut suivre entre autre 
une stimulation ou activation prolongee des cellules T. Ainsi un 
superantigene a un effet induisant une variation positive ou negative d'une 
sous-population de cellules T d'un \/p« x » defini. Un superantigene ciblant 
5 un determinant antigenique Vp« x »donne va interagir avec toute la sous- 
population lymphocytaire portant ce Vp. L'effet induit par cette interaction 
couplee avec celle ciblant le CMHIl des cellules presentatrices de I'antigene 
(APCs) est une variation significative du pourcentage des lymphocytes 
Vp« X » par rapport aux autres lymphocytes T Vp non « x ». Cette variation 

10 est typiquement soit une proliferation, soit une depletion (Bernal A et al., 
1999 J Clin Immunol 19 : 149 ; Li H et al., 1999 Annu Rev Immunol 17 : 
435 ; Girgis et al., 1999 J Exp Med 189 : 265 ; Lavoie et al., Immunol Rev 
1999 168 : 257 ; Cornwell WD et RIgers TJ, Immunology 1999 96 : 193 ; 
Wang ZQ et al.. Immunology 1998 94 : 331 ; Maier CC et al., PNAS 1998 

15 95 : 4499 ; Michie CA et Cohen J, Trends Microbiol 1998 6 : 61 ; La Bon 
A et al., Int Immunol 1999 11 : 373 ; Shen X et Konig R, Int Immunol 
1 998 1 0 : 247 ; Noble A et al., J Immunol 1 998 1 60 : 559 ; Yang Y et al., 
Int Immunol 1998 10 : 175 ; Renno T et al., J Immunol 1999 162 : 6312 ; 
Roitt I et al.. Immunology third edition, Mosby). 

20 Par ailleurs, lorsque Tagent codant pour un superantigene donne 

est mis en presence de lymphocytes T, et non seulement en presence de la 
molecule purifiee portant Tactivite superantigenique, l'effet immunologique 
resultant correspond a la superposition d'un effet superantigenique et de 
stimulations antigeniques variees causees par les autres antigenes de 

25 I'agent entier. II est a noter que, contrairement a la stimulation 
superantigenique, ces dernieres peuvent differer en fonction du HLA de 
classe II du donneur de lymphocytes ou du patient dans un contexte 
pathologique. Ceci a pour consequence que la proliferation ou la depletion T 
Vp« x » s'accompagne d'un profil de reactivite (proliferation ou inhibition) 

30 d'autres sous populations Vps non « x », eventuellement variables selon le 



HLA II ; ce profit etant defini par la nature des antigenes associes a I'agent 
ou a plusieurs agents (dans le cas d'une cascade conduisant a I'activation 
d'un retrovirus endogene codant pour le superantigene exprime dans ces 
conditions). Dans ce dernier cas, deux superantigenes peuvent etre 
5 exprimes, si I'agent inducteur en produit un et si I'infection d'une cellule 
cible par celui ci reactive un retrovirus endogene qui en produit alors un 
second. Ces donnees confirment done la necessite d'evaluer un profit 
complet de reponse T en fonction du Vp lorsque I'on etudie un contexte 
« naturel » d'infection/reactivation et non une molecule superantigenique 

10 purifiee hers contexte. 

La Demanderesse a nnaintenant montre que I'expression d'un 
superantigene ou d'une proteine ayant certains effets de type 
superantigene est associee a un etat pathologique, par exemple un etat 
associe a la sclerose en plaques. 

15 L'activite superantigenique est induite directement ou 

indirectement par un agent effecteur, tel qu'une proteine ou un micro- 
organisme ou un agent pathogene, en particulier un retrovirus (MSRV-1 ) 
et/ou un agent pathogene (MSRV-2), 

De plus, la Demanderesse a egalement mis en evidence une 

20 production stimulee de cytokines, telles que riL-6, dans des cellules 
mononucleees sanguines provenant de donneurs sains et mises en contact 
avec un extrait de surnageant ou une fraction d'un extrait de surnageant de 
culture cellulaire SEP. 

La demanderesse a aussi mis en evidence un profil de reponse 

25 T, en fonction des Vps a un ou des agent(s) associe(s) a I'expression d'une 
molecule de type superantigenique. 

Enfin, la Demanderesse a observe que les memes extraits 
provenant de patients SEP et/ou infectes par le retrovirus MSRV-1 induisait 
une mort par apoptose significativement §levee dans les memes cellules 

30 mononucl6ees sanguines. 
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La Demanderesse a done developpe un precede pour mettre en 
evidence les effets precites dans un echantillon biologique. 

Les criteres requis pour etablir qu'une proteine ou qu'un micro- 
organisme est ou contient un superantigene ou une proteine ayant certains 
5 effets de type superantigene sont : 

(i) la capacite de la proteine ou du micro-organisme a induire 
I'expansion ou la perte de certaines families de lymphocytes porteuses au 
niveau de leur TCR d'une chaTne Vp particuliere, et 

(ii) une activation des Vps independante de I'haplotype du CMH 

10 de classe II. 

M convient de noter que lorsque Ton parle d'activite 
superantigenique dans la presente invention, ceci signifie indifferemment 
I'expression d'un superantigene ou d'une proteine ayant certains effets de 
type superantigene (SAg-like). 

15 L'invention concerne un precede de detection d'une activite 

superantigenique dans un echantillon biologique, selon lequel on met en 
evidence une expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vpl 6 et/ou Vp17, preferentiellement Vp 1 6. 

Selon une variants avantageuse, on met en evidence un profil 

20 d'une expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant 
Vpl 6 et d'une co-expansion de lymphocytes porteurs de Vps choisis parmi 
au moins I'un quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, et 
preferentiellement des Vps 3 et 1 2. 

L'invention concerne aussi un precede de detection d'une 

25 activity superantigenique selon lequel on met en evidence une perte 
majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant Vpi6 et/ou Vpi7. 

Selon une variante avantageuse, on met en evidence une perte 
majoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant Vpl 6 et une co- 
diminution de lymphocytes porteurs de Vps choisis parmi au moins I'un 
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quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, de preference des Vps 7, 
1 4, et 1 7, et avantageusement des Vps 7 et 1 7 . 

La detection de I'expansion et eventuellement de la co- 
expansion ou de la perte et eventuellement co-diminution est effectuee par 
5 mise en evidence des molecules Vps membranaires associees aux cellules 
mononucleees sanguines, qui de preference sont les lymphocytes T. On 
calcule ensuite un pourcentage de variation des molecules Vps detectees et 
provenant de tout ou partie du surnageant de culture de patients atteints 
de SEP par rapport au nombre de molecules VPs detectees dans tout ou 

10 partie d'un surnageant de culture provenant d'un donneur sain. II est 
egalement possible de prevoir un melange de surnageants de culture 
provenant de donneurs sains. 

L'ensemble des molecules Vps est appele repertoire Vp des 
lymphocytes T. Les differentes molecules Vps sont detectees de maniere 

15 specifique par utilisation d'au moins une des techniques decrites ci-dessus : 
(a) soit par utilisation d'au moins un ligand, c'est a dire toute 
molecule capable de reconnaTtre specifiquement le Vp a detecter, par 
exemple un anticorps monoclonal ou polyclonal anti-Vp ou un fragment 
d'anticorps monoclonal ou polyclonal ou une molecule inhibitrice de la 

20 fonction du Vp considere. Le pourcentage des molecules Vps du repertoire 
est alors rapporte au pourcentage des cellules presentant la molecule CD3 
a leur surface, cette derniere etant aussi detectee de maniere sp6cifique par 
rutilisation d'au moins un ligand. Par ligand, on entend notamment un 
anticorps monoclonal ou polyclonal ou un fragment desdits anticorps, de 

25 preference un anticorps monoclonal. Les anticorps monoclonaux diriges 
centre un Vp d'interet sont produits par des techniques conventionnelles 
utilis6es pour produire des anticorps centre des antigfenes de surface. Des 
souris ou des lapins sont immunises (i) soit avec une prot6ine naturelle ou 
recombinante, (ii) soit avec un peptide immunogene, (iii) soit avec des 

30 cellules murines qui expriment la prot6ine ou le peptide d'interet et les 



molecules du CMHII. La lignee murine Balb/c est la plus frequemment 
utilises. L'immunogene peut etre egalement un peptide choisi parmi les 
peptides definis a partir des sequences primaires des Vps d'interet. Les 
proteines ou peptides sont couples a rhemocyanine de Lymphet Keyhole 
5 (peptide-KLH), comme support pour son utilisation en immunisation, ou 
couple a de I'albumine serique humaine (peptide-HSA). Les animaux sont 
soumis a une injection de peptide -KLH ou de peptide -HSA en utilisant de 
I'adjuvant complet de Freund (IFA). Les serums et les surnageants de 
culture d'hybridome issus des animaux immunises avec chaque peptide 

10 sont analyses pour la presence d'anticorps par un test ELISA utilisant les 
molecules initiales. Les cellules spleniques de ces souris sont recuperees et 
fusionnees avec des cellules de myelome. Le polyethyleneglycol (PEG) est 
regent de fusion le plus frequemment utilise. Les hybridomes produisant 
les anticorps les plus specif iques et les plus sensibles sont selectionnes. 

15 Les anticorps monoclonaux peuvent etre produits in vitro par culture 
celiulaire des hybridomes produits ou par recuperation de liquide d'ascite 
murin apres injection intraperitoneale des hybridomes chez la souris. Quel 
que soit le mode de production en surnageant ou en ascite, il importe 
ensuite de purifier I'anticorps monoclonal. Les methodes de purification 

20 utilisees sont essentiellement la filtration sur gel 6changeur d'ions ou par 
chromatographie d'exclusion, voire rimmunoprecipitation. Pour chaque 
anticorps il faut choisir la methode qui permettra d'obtenir le meilleur 
rendement. Un nombre suffisant d'anticorps est crible dans des tests 
fonctionnels pour identifier les anticorps les plus performants pour fixer la 

25 molecule d'interet et/ou pour bloquer I'activite de la molecule d'interet. Les 
anticorps monoclonaux selectionn6s sont humanises par des methodes 
standard de " CDR grafting " (protocole realise par de nombreuses 
compagnies, sous forme de service). Ces anticorps humanisms peuvent etre 
testes cliniquement chez le patient. L'efficacite de ces anticorps peut etre 

30 suivie par des parametres cliniques. La production in vitro d'anticorps, de 
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fragments d'anticorps ou de derives d'anticorps, tels que les anticorps 
chimeres humanises ou non, produits par genie genetique, dans des cellules 
eucaryotes a ete decrite (EP 120 694 ou EP 125 023) et est aussi 
applicable a la presents invention ; 
5 (b) soit par biologie moleculaire apres extraction des acides 

nucleiques des cellules mononucleees sanguines, entres autres les 
lymphocytes T, mises en presence de surnageant ou d'une fraction de 
surnageant de culture SEP et en presence d'une culture de surnageant ou 
d'une fraction de surnageant de culture temoin, amplification de leurs ARN 

10 Vp transcrits par RT-PCR, etude du profil des produits d'amplification sur 
gel et/ou sequencage et/ou electrophorese. Pour I'etape de RT-PCR et/ou 
pour detecter de facon specifique les produits d'amplification, on utilise des 
fragments d'ADN et/ou d'ARN codant pour le determinant Vp etudie ou 
pour un fragment de ce determinant, et/ou des fragments d'ADN et/ou 

15 d'ARN capables de s'hybrider et d'amplifier des fragments d'acides 
nucleiques codant pour le determinant Vp etudie par complementarite des 
bases nucleiques. Le profil des fragments amplifies dont la taille varie en 
fonction du rearrangement des chaTnes specifiques de chaque clone est 
determine par analyse electrophoretique et permet d'objectiver une 

20 polyclonalite. La detection des fragments amplifies d'ADN et/ou d'ARN 
codant pour le determinant Vp etudie peut aussi etre realises par 
hybridation nucleotidique selon les techniques bien connues de I'homme de 
I'art (Southern Blot, Northern Blot, ELOSA « Enzyme-Linked Oligosorbent 
Assay » (Katz JB et aL, Am. J. Vet. Res. 1993 Dec ; 54 (12) : 2021-6 et 

25 Frangois Mallet et al., Journal of Clinical Microbiology, June 1993, pi 444- 
1449)). 

Aussi, la presente invention a pour objet un precede avantageux 
pour mettre en Evidence de I'activite superantig6nique precit^e qui 
comprend les 6tapes suivantes : 



(i) on preleve un surnageant de culture de cellules mononucleees 
sanguines ou de cellules de plexus choroTdes ou de cellules 
leptomeningees, lesdites cellules provenant de patients atteints d'une 
maladie auto-innmune, ou d'une lignee cellulaire etablie, telles que les 
cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a I'ECACC le 22 juillet 1992, 
sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 janvier 1993, 
sous le numero 93010817, conformement aux dispositions du Traite de 
Budapest, et 

(ii) on nnet en contact ledit surnageant de culture ou une partie 
du surnageant de culture avec une serie de cultures, de preference au 
moins trois, de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs 
sains, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventueilement une co- 
expansion ou ladite peirte et eventueilement co-diminution des cellules 
mononucleees sanguines de Tetape (ii). 

En particulier les patients atteints de maladie auto-immune ou 
suspectes d'avoir un risque de developper le maladie sont des patients SEP 
et les cellules mononucleees sanguines productrices de molecules 
superantigeniques et provenant de patients atteints de SEP sont 
notamment choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes. 

Les cellules mononucleees sanguines repondant a la stimulation 
et provenant de donneurs sains sont notamment choisies parmi les 
lymphocytes T. 

Un autre precede avantageux de rinvention consiste a 

(i) prelever des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints d'une maladie auto-immune ou de 
patients suspectes d'avoir un risque de developper une maladie auto- 
immune et d'individus sains, 

(ii) mettre en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant des patients ou d'individus sains avec des surnageants de 



culture ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi 
les cellules mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroYdes et les 
cellules leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, 
telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a TECACC le 22 
juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 
janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement aux dispositions 
du Traite de Budapest,. et 

(iii) detecter ladite expansion et eventuellennent co-expansion ou 
ladite parte et eventuellement co-diminution a partir des cellules 
mononucleees sanguines de I'etape (i). 

En particulier, les cellules proviennent de patients atteints de 
sclerose en plaques ou suspectes d'avoir un risque de developper la 
maladie ou derivent de culture de cellules issues de patients SEP. 

La mise en evidence de ladite expansion et eventuellement co- 
expansion ou de ladite perte et eventuellement co-diminution est realisee 

(a) soit par utilisation de ligands, en particulier un anticorps et 
de preference un anticorps monoclonal ou un fragment d'anticorps, chaque 
ligand etant specifique d'un determinant choisi parmi les Vps 16, 2, 3, 1, 
8, 12, 14, 17 et 22, de preference des Vps 1 6, 3 et 1 2, ou d'un ligand en 
particulier un anticorps et de preference un anticorps monoclonal, chaque 
ligand etant specifique d'un determinant choisi parmi les Vps 16, 2, 3, 7, 
8, 12, 14, 17 et 22, de preference les Vps 16, 7, 14 et 17, 

(b) soit selon le protocole decrit ci-dessous en realisant : 

(i) une extraction des ARN totaux des cellules mononucleees 
sanguines mises en presence de surnageant ou d'une fraction de 
surnageant de culture SEP et en presence de surnageant ou d'une fraction 
de surnageant de culture t6moin, 

(ii) une transcription inverse desdits ARN, 

(iii) une amplification specifique de chaque famille de Vps a 
I'aide d'un couple d'amorces d6termin6. 



(iv) un marquage par tout marqueur approprie des produits 
d'amplification obtenus, 

(v) une electrophorese desdits produits d'amplification et 
analyse des profils d'electrophorese obtenus, a I'aide d'un detecteur 
approprie. 

La predisposition a un etat pathologique est evaluee en testant 
experimentalement la sensibilisation immunologique d'un patient en 
mettant en evidence une expansion ou une perte majoritaire de 
lymphocytes porteurs d'un determinant Vpl6 et/ou 17 et eventuellement 
une co-expression ou une co-diminution de lymphocytes porteurs de Vps 
choisis parmi au moins I'un quelconque des Vp 2 , 3, 7, 8, 1 2, 1 4, 1 7 et 
22, et preferentiellement des Vps 3 et 1 2 ou des vps 7, 14 et 17, de 
preference 7 et 17. 

La predisposition detectee peut etre une predisposition naturelle 
ou une predisposition acquise, par exemple apres une forte stimulation chez 
un individu des lymphocytes T porteurs des determinants Vp16 ou Vp17, 
preferentiellement Vp16, par exposition de I'organisme de I'individu a un 
antigene. Get antigene peut etre par exemple au moins une proteine ou un 
peptide du virus de I'lHepatite B. 

Aussi, la presente invention a pour objet un precede de 
detection d'une pathologie ou d'une predisposition a une pathologie selon 
lequel : 

on met en Evidence une expansion ou une perte majoritaire de 
lymphocytes porteurs d'un determinant Vpi6 et/ou Vpi7, 
preferentiellement Vpi 6 ou expansion ou perte majoritaire de lymphocytes 
porteurs d'un determinant Vpi6 et une co-expansion ou co-diminution de 
lymphocytes porteurs de Vps des lymphocytes T choisis parmi au moins 
I'un quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, et preferentiellement 
les Vps 3 et 12 ou les Vps 7, 14 et 17, de pr6ference 7 et 17, 



on calcule un pourcentage de variation du nombre des Vps 
detectees chez un patient attaint de SEP par rapport a celui obtenu avec les 
lymphocytes T d'un donneur sain, dans des conditions telles que 
determinees precedemment. 
5 Si le pourcentage de variation, en valeur absolue, est 

significativement different de 0, on peut en deduire que le patient presente 
une predisposition pour la maladie SEP et/ou developpe la maladie. Si ce 
pourcentage est en valeur absolue egal a 0, cela peut signifier que le 
donneur ne presente pas de predisposition pour la maladie SEP et/ou n'a 
10 pas developpe la maladie, au moment auquel le precede a ete applique. 

L'invention a egalement pour objet, un procede de detection 
d'un etat pathologique ou d'une predisposition a un etat pathologique, dans 
un echantillon biologique, selon lequel on met en evidence au moins Tun 
des parametres suivants : 
15 une activite superantigenique, telle que definie precedemment, 

une stimulation de la production de cytokines, telles que riL-6, 

une induction d'apoptose cellulaire. 

De preference, on detecte au moins deux des parametres en 
association, en particulier on detecte une activite superantigenique et une 
20 induction d'apoptose ou une activite superantigenique et une stimulation de 
la production de cytokines, 

De maniere encore plus avantageuse. Ton d6tecte les trois 
parametres en association. 

L'6tat pathologique est en particulier associ^ h une maladie 
25 auto-immune, telle que la sclerose en plaques. 

L'activit6 superantigenique detect^e selon les precedes de 
rinvention peut notamment etre induite directement ou indirectement par 
un agent effecteur choisi parmi les prot6ines, les microorganismes, les 
agents pathogenes et par exemple les bact6ries et/ou les retrovirus tels que 
30 MSRV-1 et/ou les agents pathogenes tels que MSRV-2. 



L'invention concerne aussi un precede de detection d'une 
activite superantigenique dans un echantillon biologique de patients atteints 
de sclerose en plaques, selon lequel on met en evidence une expansion 
majoritaire ou une perte significative de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vp7. A cette fin, on peut proceder comme suit : 

(i) on preleve un surnageant de culture de cellules mononucleees 
sanguines ou de cellules de plexus choroYdes ou de cellules 
leptomeningees, lesdites cellules provenant de patients atteints d'une 
maladie auto-immune, ou d'une lignee celluiaire etablie, telles que les 
cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a I'ECACC le 22 juillet 1992, 
sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 Janvier 1993, 
sous le numero 93010817, conformement aux dispositions du Traite de 
Budapest, et 

(ii) on met en contact ledit surnageant de culture ou une partie 
du surnageant de culture avec une serie de cultures, de preference au 
moins trois, de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs 
sains, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventuellement une co- 
expansion ou ladite perte et eventuellement co-diminution des cellules 
mononucleees sanguines de Tetape (ii), comme d6crit pr^c^demment par 
utilisation d'un ligand ou par une amplification associee a une 
electrophorese ; 

ou 

(i) on preleve des cellules mononucl66es sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints d'une maladie auto-immune ou de 
patients suspect6s d'avoir un risque de d6velopper une maladie auto- 
immune, en particulier la SEP, et d'individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant des patients ou d'individus sains avec des surnageants de 
culture ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi 




les cellules mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroTdes et les 
cellules leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, 
telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a I'ECACC le 22 
juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 
janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement aux dispositions 
du Traite de Budapest, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventuellement co-expansion 
ou ladite perte et eventuellement co-diminution a partir des cellules 
mononucleees sanguines de I'etape (i). 

Les precedes tels que definis precedemment peuvent etre 
utilises pour le suivi therapeutique de patients et/ou revaluation de 
I'efficacite de molecules a usage therapeutique vis a vis de parametres 
identifies. 

Pour evaluer I'efficacite de molecules a usage therapeutique, 
c'est a dire une ou des molecule(s) susceptible{s) d'inhiber Texpansion ou 
la perte des lymphocytes T d'un Vp determine on preleve un surnageant de 
culture de cellules mononucleees sanguines ou de cellules de plexus 
choroYdes ou de cellules leptomeningees, lesdites cellules provenant de 
patients atteints d'une maladie auto-immunei, en particulier de SEP, 

(i) on preleve des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints d'une maladie auto-immune ou 
suspectes d'avoir un risque de developper la maladie, en particulier la SEP 
et d individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant de patients SEP ou d'individus sains avec des surnageants de 
culture ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi 
les mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroYdes, les cellules 
leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, telles que 
les cellules des lignees cellulaires PLI-2 et LM7PC, et 



(iii) on detecte I'inhibition de ladite expansion et eventuellement 
co-expansion ou Tinhibition de ladite perte et eventuellement co-diminution 
a partir des cellules mononucleees sanguines de I'etape (i), en presence 
dudit agent ou de ladite composition a des doses determinees, des 

5 lymphocytes porteurs d'au moins un determinant choisi parmi les Vps 16, 
2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, en particulier les Vps 16 et/ou 17, les Vps 16, 
3 et 12 ou les Vps 16, 7, 14, et 17, en particulier les Vps 16, 7 et 17, par 
utilisation d'un ligand comme decrit precedemment ou d'une amplification 
associee a une electrophorese comme decrit ci dessus. 

10 On calcule ainsi un pourcentage de variation du nombre des Vps 

detectes en presence de la molecule ou des molecules a usage 
therapeutique et en I'absence d'une telle ou de telles molecule(s). 

La molecule ou les molecules a usage therapeutique sont 
egalement testee(s) in vivo selon un precede qui consiste a utiliser un 

15 surnageant de culture de cellules mononucleees, de preference les 
lymphocytes B et les monocytes, ou de cellules de plexus choroides ou de 
cellules leptomeningees, lesdites cellules etant isolees a partir d'un 
echantillon biologique d'un patient atteint de SEP, ou a utiliser le 
surnageant d'une lignee cellulaire etablie, telle que la lignee cellulaire PLI-2 

20 et la lignee cellulaire LM7PC ou a utiliser tout ou partie d'au moins une 
molecule obtenue a partir d'au moins un des deux surnageants precit6s, 

a mettre en contact tout ou partie d'au moins I'un des 
surnageants precit6s ou au moins une molecule contenue dans i'un au 
moins d'entre eux, avec une culture de cellules mononucleees sanguines, 

25 de preference des lymphocytes T, prelevees chez un individu et/ou un 
animal avant et apres administration de la ou des molecules a tester, et 
parallelement apres administration d'un agent et/ou composition placebo 
chez un patient SEP et chez un animal, 

a mettre en evidence, comme decrit ci-dessus, I'expansion ou la 

30 perte des lymphocytes ayant le determinant Vp, avant et apres 
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Tadministration de la molecule ou des molecules a usage therapeutique ou 
de Tagent et/ou composition placebo, chez I'individu et/ou Tanimal, 

a detecter ladite expansion et eventuellement une co-expansion 
et/ou la perte et eventuellement une co-diminution des lymphocytes T 
5 exprimant a leur surface une molecule Vp donnee par utilisation d'au moins 
un ligand ou par biologie moleculaire comme decrit precedemment, et 

a calculer un pourcentage (X) d'expansion ou de perte de 
determinants Vp detectees dans les cellules mononucleees mises en culture 
et issues de I'individu ou de Tanimal ayant recu une ou plusieurs 

10 administrations de la molecule ou des molecules a tester par rapport au 
nombre de determinants Vp detectes dans les cellules mises en culture et 
issues de I'individu ou de I'animal n'ayant recu aucune administration et/ou 
un pourcentage (Y) d'expansion ou de perte de determinants Vp detectees 
dans les cellules mononucleees mises en culture et issues de I'individu ou 

15 de I'animal ayant recu une ou plusieurs administrations de la molecule ou 
des molecules a tester par rapport au nombre de determinants Vp detectes 
dans les cellules mises en culture et issues du patient ou de I'animal ayant 
recu une ou des administration de molecule(s) et/ou d'une composition ou 
d'un agent placebo en respectant les memes conditions d'administration 

20 que celle utilisees pour la ou les molecules a evaluer. 

Si |X| et/ou |Y| et/ou lX|-h|Yl sont significativement 
differents de 0, cela peut signifier que la molecule ou les molecules inhibent 
totalement ou partiellement Texpansion ou la perte de cellules 
mononucleees avec le determinant Vp considere; si |X| ou |Y| ou 

25 iX|-h|Y| sont egaux ou proches de 0, cela peut signifier que Tagent 
n'inhibe pas totalement ou que partiellement I'expansion ou la perte de 
cellules mononucleees avec le determinant Vp considere. 

On entend par agent et/ou composition placebo, tout agent 
et/ou composition qui n'entraTne pas une diminution des cellules 

30 mononucleees sanguines ayant le determinant Vp determine. 



L'invention a egalement pour objet, un precede d'evaluation de 
Tefficacite d'un agent et/ou d'une composition therapeutique(s) dans un 
echantillon biologique, ou apres administration a un patient ou un animal, 
vis-a-vis d'un etat pathologique. Selon ce precede on met en evidence une 
5 inhibition ou une diminution d'une activite superantigenique, telle que 
definie precedemment. 

L'efficacite therapeutique d'un agent est determinee en estimant 
I'inhibition ou la diminution de I'activite superantigenique qui est eile-meme 
determinee par I'inhibition de I'expansion et/ou la diminution ou par 
10 I'inhibition et/ou la diminution des lymphocytes T porteurs de Vps 
determines. 

Pour ce faire : 

(i) on preleve un surnageant de culture ou une fraction de 
surnageant de culture de cellules mononucleees sanguines ou de cellules de 

15 plexus choroides ou de cellules leptomeningees, lesdites cellules provenant 
de patients attaints d'une maladie auto-immune, en particulier la SEP, ou de 
cellules d'une lignee cellulaire etablie, telles que les cellules des lignees PLI- 
2 et LM7PC, 

(ii) on met en contact ledit surnageant de culture avec une serie 
20 de cultures de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs 

sains en presence dudit agent ou de ladite composition a des doses 
predetermin6es, et 

(iii) on detecte Tinhibition de ladite expansion et eventuellement 
co-expansion ou I'inhibition de ladite perte et eventuellement co-diminution 

25 des lymphocytes porteurs d'au moins un determinant choisi parmi les Vps 
16, 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, en particulier les Vps 16 et/ou 17, les Vps 
16, 3 et 12 ou les Vps 16, 7, 14, et 17, en particulier les Vps 16, 7 et 17, 
par utilisation d'un ligand ou d'une amplification associee a une 
electrophorese comme decrit precedemment, ou 
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(i) on preleve des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints de nnaladie auto-immune, en 
particulier des patients SEP, et d'individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
5 provenant de patients et d'individus sains avec des surnageants de culture 
ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi les 
mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroYdes et les cellules 
leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, telles que 
les cellules des lignees cellulaires PLI-2 et LM7PC, et 
10 (iii) on detecte I'inhibition de ladite expansion et eventuellement 

co-expansion ou I'inhibition de ladite perte et eventuellement co-diminution 
a partir des cellules mononucleees sanguines de I'etape (i), en presence 
dudit agent ou de ladite composition a des doses determinees, des 
lymphocytes porteurs d'au moins un determinant choisi parmi les Vps 16, 
15 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, en particulier les Vps 16 et/ou 17, les Vps 16, 
3 et 12 ou les Vps 16, 1, 14, et 17, en particulier les Vps 16, 7 et 17, par 
utilisation d'un ligand comme decrit precedemment ou d'une amplification 
associee a une electrophorese comme decrit precedemment. 

L'efficacite therapeutique de plusieurs agents et/ou 
20 compositions peut etre evaluee en combinaison dans un meme essai. 

Un proced6 in vivo avantageux pour tester l'efficacite d'un 
agent therapeutique dans la sclerose en plaques comprend les etapes 
suivantes : 

on determine les pourcentages X et Y comme d6crit et d^fini ci- 
25 dessus. X et Y sont determines apres administration d'un agent et/ou 
composition a evaluer dans un patient atteint de la SEP, 

on determine de meme X' et Y'; ils sont d6termin6s comme X 
et Y respectivement, mais apres administration du meme compos6 dans un 
individu sain, 




on calcule les pourcentages x et y, avec x = X/X' et y = Y/Y'. 
Ces pourcentages refletent la diminution du nombre de cellules 
mononucleees sanguines presentant le determinant vp due a 
I'administtration du compose therapeutique a tester chez un patient atteint 
de sclerose en plaques par rapport a un individu sain. 

Si |x| et/ ou |y| et/ou |x| + |y| sont significativement 
differents de 0, cela peut signifier que I'agent et/ou la composition testes a 
un effet therapeutique vis-a-vis de la pathologie SEP; Si |x| et/ou ly] 
et/ou |x| 4- |y| sont egaux ou proches de 0, cela peut signifier que I'agent 
et/ou la composition testes n'a pas ou tres peu d'effet therapeutique vis-a- 
vis de la pathologie SEP. 

L'invention a encore pour objet une composition a usage 
therapeutique et/ou prophylactique qui comprend, entre autres, un agent 
therapeutique capable d'inhiber une activite superantigenique dans un 
echantillon biologique, telle que definie precedemment, 6ventuellement en 
association avec un vehicuie et/ou un excipient et/ou un adjuvant et/ou un 
diluant pharmaceutiquement acceptables, c'est a dire qui permettent 
I'administration a I'animal et a I'etre humain. Toutes ces donnees font 
partie des connaissances generates de I'homme du metier, (voir par 
exemple Remington's Pharmaceutical Sciences 16'^ ed. 1980, Mack 
Publishing Co). Le vehicuie pharmaceutiquement acceptable est 
pref6rentiellement isotonique, hypotonique ou pr6sente une faible 
hypertonicite et presente une force ionique relativement basse, tel que par 
exemple une solution de sucrose. Par ailleurs, ladite composition peut 
contenir des soivants, des v6hicules aqueux ou partiellement aqueux tels 
que de Teau sterile, libre d'agents pyrogene et des milieux de dispersion par 
exemple. Le pH de ces compositions pharmaceutiques est convenablement 
ajust6 et tamponne selon les techniques conventionnelles. 

On entend par efficacite therapeutique le b6n6fice clinique et 
biologique acquis apres administration d'un agent therapeutique en vue 



d'une amelioration, voire d'une guerison de la maladie. Ce benefice se 
traduit entre autre par une diminution des signes cliniques, biologiques et 
des effets pathologiques de la maladie apres une analyse clinique par le 
.medecin et/ou des analyses biologiques, telles que I'imagerie par resonance 
5 magnetique, analyse des bandes oligoclonales dans liquide 
cephalorachidien, analyse de potentiels... Cette diminution de signes 
cliniques et effets pathologiques doit entraTner un benefice pour le patient 
(Schwartz et Lazar, 1995, Elements de statistique medicale et biologique, 
eds Flammarion ; Lazar et Schwartz, 1995, Elements de statistique 

10 medicale et biologique, eds Flammarion). La maladie etudiee de preference 
est la sclerose en plaques. Ces agents therapeutiques sont capables (i) 
d'influencer de maniere qualitative et/ou quantitative I'activite 
superantigenique telle que decrite dans la presente invention et/ou (ii) de 
moduler et/ou d'inhiber ['expression des determinants Vps identifies dans la 

15 presente invention. Differents agents therapeutiques sont produits en 
suivant des approches classiques largement decrites dans la litterature. Les 
differents groupes d'agents therapeutiques envisageables dans la presente 
invention sont decrits ci-dessous. 

Comme defini precedemment, Tagent therapeutique est capable 

20 d'inhiber ou de diminuer une activite superantigenique, telle que definie 
dans la pr6sente invention, pour un ou des vps determines. L'agent 
therapeutique consiste en un materiel chimique ou biologique ou en une 
composition qui presente une efficacite therapeutique qui peut etre mise en 
evidence selon les modalit^s decrites prec6demment. Pour la simplicity de 

25 Texpose, on parlera generalement de molecules d'interet de {'invention pour 
designer le ou les differents V(Js associe(s) a I'activite superantigenique. 
Par agent therapeutique on entend : 

- au moins une molecule naturelle et/ou une molecule 
recombinante ou leurs fragments dont la sequence correspond ^ tout ou 
30 partie de la sequence des molecules d'int6ret, c'est a dire : 
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- au moins une proteine naturelle et/ou une proteine 
recombinante et/ou un polypeptide de synthase choisi parmi les molecules 
d'interet de I'invention, 

- au moins un fragment naturel et/ou synthetique de ces 
5 molecules d'interet, par exemple un fragment immunogene capable 

d'induire une reponse immune centre un polypeptide issu d'au moins une 
des molecules d'interet de I'invention, 

- au moins un peptide mimotope defini a partir des sequences 
des molecules d'interet de I'invention, ou une combinaison de mimotopes, 

10 capable d'induire une reponse immune centre un polypeptide issu d'au 
moins une des molecules d'interet de I'invention, 

• au moins une proteine ou un peptide pouvant reguler in vivo la 
transcription et/ou la traduction des molecules d'interet de I'invention et les 
sequences peptidiques ou les fragments desdites sequences. 

15 La reponse immune dirigee centre un antigene specifique peut 

etre divisee en deux categories distinctes, I'une mettant en jeu les 
anticorps (reponse immune de type humorale), I'autre les cellules 
effectrices cytotoxiques telles que par exemple les macrophages, les 
lymphocytes cytotoxiques (CTL) ou les cellules tueuses (NK) ainsi que les 

20 lymphocytes T " helper notamment les lymphocytes T CD4+ (reponse 
immune de type cellulaire). Plus particulierement, les deux types de reponse 
se distinguent en ce que les anticorps reconnaissent les antigenes sous leur 
forme tridimensionnelle alors que les lymphocytes T, par exemple, 
reconnaissent des portions peptidiques desdits antigenes, associes a des 

25 glycoproteines codees par les genes du complexe majeur 
d'histocompatibilit6 (CMH), notamment les genes du complexe majeur 
d'histocompatibilit^ de type I qui sont exprimes de fagon ubiquitaire a la 
surface des cellules ou les genes du complexe majeur d'histocompatibilit6 
de type II qui sont exprim6s de facon specifique a la surface des cellules 

30 impliqu6es dans la presentation des antigenes (APC). 1) Selon un premier 



aspect, la reponse immune de type cellulaire est caracterisee en ce que les 
cellules T de type CD4 4- (cellules T « helper »), suite a un phenomene 
d'activation bien connu (pour une revue voir Alberola-lia 1997, Annu Rev 
Immunol 15, 125-154) produisent des cytokines qui a leur tour induisent la 
5 proliferation de cellules APC capables de produire lesdites cytokines, la 
differenciation cellulaire des lymphocytes B capables de produire des 
anticorps specifiques de I'antigene, et la stimulation des lymphocytes T 
cytotoxiques (CTL). 2) Selon un second aspect de la reponse immune 
cellulaire, les cellules effectrices cytotoxiques telles que par exemple les 
10 lymphocytes de type CD8-h (CTL) sont actives a) apres interaction avec 
des peptides antigeniques fixes sur et presentes par les glycoproteines 
portees par les cellules ubiquitaires et codees par les genes appartenant au 
systeme CMHI, et b) eventuellement par les cytokines produites par les 
CD4 + . 

15 A partir de la sequence en acides amines des molecules 

d'interet de I'lnvention, des sequences peptidiques de ces molecules ou des 
fragments de sequences peptidiques de ces molecules, correspondant a 
tout ou partie de la sequence primaire de ces molecules et peuvent etre 
synthetises par des methodes classiques de synthase peptidique ou 

20 obtenus par recombinaison gen^tique. 

Des proteines recombinantes correspondantes aux molecules 
d'interet de Tinvention, produites dans un systeme cellulaire procaryote ou 
eucaryote, peuvent etre produite par I'homme du metier a partir de la 
connaissance des sequences des genes correspondants decrits dans la 

25 litterature et en tenant compte de la degenerescence du code genetique. 
Toutes les sequences proteiques identifiees dans la presente invention sont 
ainsi susceptibles d'etre obtenues par recombinaison gen6tique. Les genes 
sont clones dans des vecteurs adaptes. Des vecteurs differents sont 
utilises pour transformer des cellules procaryotes (par exemple £. coli) et 

30 des cellules eucaryotes (par exemple cellules COS, CHO et cellules Simliki). 



Les proteines recombinantes correspondant aux molecules d'interet de 
I'invention ou a des fragments de ces proteines peuvent etre ainsi produits 
dans des systemes cellulaires procaryotes et/ou encaryotes. Dans les 
cellules E, colt, les proteines recombinantes sent produites avec une queue 
5 poly-histidine. La fraction proteique insoluble est solubilisee dans de I'uree 
8M. L'enrichissement du produit est effectue sur resine chelatee au nickel 
(Qiagen). La colonne est lavee avec des concentrations decroissantes 
d'uree. L'elution est realisee avec de Timidazoie en I'absence d'uree. La 
sequence complete des molecules d'interet de I'invention peut etre 
10 egalement donee dans un plasmide adapte puis transferee dans le virus de 
la vaccine pour obtenir un virus recombinant ; 

- au moins un ligand specifique d'au moins une desdites 
molecules d'interet de I'invention ou de leurs fragments qui est capable de 
se fixer aux molecules d'interet ou aux recepteurs desdites molecules 

15 d'interet ou encore d'interferer pour la liaison de la molecule d'interet a la 
cellule presentatrice d'antigene et d'inhiber I'activite superantigenique, 
c'est a dire : 

- au moins un anticorps ou fragment d'anticorps polyclonal ou 
monoclonal specifique d'au moins une desdites molecules d'interet de 

20 I'invention ou de leurs fragments. Get anticorps peut etre ou non 
neutralisant, c'est-a-dire capable ou non d'inhiber I'activite de la proteine 
d'interet. Le ligand peut etre choisi parmi toute molecule ou fragment de 
molecule capable de se fixer aux molecules d'interet, par exemple des 
recepteurs, des co-facteurs de ces molecules, des anticorps polyclonaux ou 

25 monoclonaux capables de se fixer aux molecules d'interet ou a tout 
fragment. 

Ces anticorps sont tres utiles notamment pour permettent la 
mise en ceuvre de compositions therapeutiques car ils conduisent par 
exemple, a des reactions immunes, dirig6es specifiquement a Tencontre 
30 d'6pitopes immunodominants ou centre des antigenes presentant une 
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grande variabilite. On administre chez le patient soit des anticorps solubles 
neutralisants pour inhiber leur fonction, soit des anticorps solubles 
specifiques pour eliminer le peptide par formation de complexes immuns. 
L'invention decrit I'utilisation d'anticorps capables de reconnaTtre 

5 specifiquement au moins une molecule d'interet decrite dans la presente 
invention pour le traitement et /ou pour le suivi therapeutique de maladie, 
de preference la sclerose en plaques. Ces anticorps sont polyclonaux et de 
preference monoclonaux. De preference ces anticorps inhibe la fonction de 
la proteine en se fixant. La capacite de I'anticorps a se fixer specifiquement 

10 a la proteine est analysee par des techniques conventionnelle decrites, 
comme par exemple par des tests ELISA ou de Western Blot en utilisant la 
molecule ou le peptide immunogene natural ou synthetique. Le titre de 
I'anticorps est alors determine. La capacite de Tanticorps a neutraliser la 
fonction de la proteine peut etre analysee par differents moyen, par 

15 exemple en determinant la diminution de I'activite de la molecule ou du 
peptide immunogene en presence de I'anticorps. 

Par exemple, les anticorps monoclonaux dirig6s centre une 
molecule d'interet de l'invention ou une partie de cette molecule sont 
produits par des techniques conventionnelles utilis6es pour produire des 

20 anticorps centre des antigenes de surface Des souris ou des lapins sont 
immunisees (i) soit avec la proteine naturelle ou recombinante d'interet, (ii) 
soit avec tout peptide immunogene de cette proteine d'interet, (iii) soit 
avec des cellules murines qui expriment la proteine ou le peptide d'interet 
et les molecules du CMHII. La Mgn^e murine Balb/c est la plus fr^quemment 

25 utilis6e. L'immunogene peut etre egalement un peptide choisi parmi les 
peptides d^finis a partir des sequences primaires des molecules d'interet. 
Les proteines ou peptides sont couples a rhemocyanine de Lymphet 
Keyhole, en abr6ge peptide-KLH, comme support pour son utilisation en 
immunisation, ou coupl6 a de I'albumine de s6rique humaine, en abrege 

30 peptide-HSA. Les animaux sont soumis a une injection de peptide -KLH ou 
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de peptide -HSA en utilisant de I'adjuvant complet de Freund (IFA). Las 
serums et les surnageants de culture d'hybridome issus des animaux 
immunises avec chaque peptide sont analyses pour la presence d'anticorps 
anti-molecules par un test ELISA utilisant les molecules initiales. Les 

5 cellules spleniques de ces souris sont recuperees et fusionnees avec des 
cellules de myelome. Le polyethyleneglycol (PEG) est I'agent de fusion le 
plus frequemment utilise. Les hybridomes produisant les anticorps les plus 
specifiques et les plus sensibles sont selectionnes. Les anticorps 
monoclonaux peuvent etre produits in vitro par culture cellulaire des 

10 hybridomes produits ou par recuperation de liquide d'ascite murin apres 
injection intraperitoneale des hybridomes chez la souris. Quel que soit le 
mode de production en surnageant ou en ascite, il importe ensuite de 
purifier I'anticorps monoclonal. Les methodes de purification utilisees sont 
essentiellement la filtration sur gel echangeur d'ions ou par 

15 chromatographie d'exclusion, voire I'immunoprecipitation. Pour chaque 
anticorps il faut choisir la methode qui permettra d'obtenir le meilleur 
rendement. Un nombre suffisant d'anticorps anti-proteines sont cribles 
dans des tests fonctionnels pour identifier les anticorps les plus 
performants pour fixer la molecule d'interet et/ou pour bloquer {'activity de 

20 la molecule d'interet. Les anticorps monoclonaux selectionnes sont 
humanises par des m6thodes standard de " CDR grafting " (protocole 
realise par de nombreuses compagnies, sous forme de service). Ces 
anticorps humanises peuvent etre testes cliniquement chez le patient. 
L'efficacit6 de ces anticorps peut etre suivie par des paramdtres cliniques. 

25 La production in vitro d'anticorps, de fragments d'anticorps ou 

de derives d'anticorps, tels que les anticorps chimeres humanisms ou non, 
produits par genie g^netique, dans des cellules eucaryotes a 6t6 d6crite (EP 
120 694 ou EP 125 023) et est aussi applicable a la presents invention. 
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- au moins une molecule inhibitrice de la fonction d'au moins 
une molecule choisie parmi les molecules d'interet de I'invention ou leurs 
fragments, 

- au moins une molecule regulatrice de i'expression d'au moins 
5 une molecule choisie parmi les molecules d'interet de I'invention ou leurs 

fragments, par exemple pour bloquer la transcription ou la traduction de ces 
molecules, 

- au moins une molecule regulatrice du metabolisme d'au moins 
une proteine choisie parmi les molecules d'interet de I'invention ou leurs 

10 fragments, 

- au moins une molecule regulatrice de I'expression et/ou du 
metabolisme d'un ligand d'au moins une proteine choisie parmi les 
molecules d'interet de I'invention ou leurs fragments, par exemple un 
recepteur ou un co-facteur ; 

j5 - au moins une sequence d'acides nucleiques comprenant au 

moins un gene d'interet therapeutique dont la sequence nucleique est 
deduite des sequences d'ADN et d'ARN codant pour tout ou partie des 
molecules d'interet de I'invention, en association avec des elements 
assurant I'expression dudit gene d'interet therapeutique in vivo dans des 

20 cellules cibles destinees a etre genetiquement modifiees par la sequence 
nucleique du gene d'interet therapeutique. Les genes peuvent etre non 
mutes ou mutes, lis peuvent egalement consister en des acides nucleiques 
modifies de sorte qu'il ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome 
de la cellule cible, ou d'acides nucleiques stabilises a I'aide d'agents, tels 

25 que la spermine. Un tel gene d'interet therapeutique code 
notamment pour : 

- au moins pour une proteine choisie parmi les molecules 
d'interet identifiees dans la pr6sente invention ou leurs fragments, et/ou 

- au moins pour un ligand ou toute partie d'un ligand capable de 
30 se fixer a au moins une proteine ou un fragment de prot6ine choisi parmi 




les molecules d'interet identifiees dans la presente invention ou leurs 
fragments, pouvant inhiber ou non la fonction de la molecule d'interet, 
et/ou 

- au moins pour tout ou partie d'un anticorps polyclonal ou 
5 monoclonal capable de se fixer a au moins une proteine ou un fragment de 
proteine choisi parmi les molecules d'interet identifiees dans la presente 
invention ou leurs fragments, pouvant inhiber ou non la fonction de la 
molecule d'interet. II peut notamment s'agir d'anticorps transmembranaire 
natif, ou de fragment ou derive d'un tel anticorps, pour autant que ledit 

10 anticorps, fragment ou derive d'anticorps soit exprime a la surface de la 
cellule cible du mammifere genetiquement modifiee et soit capable de se 
fixer a un polypeptide present a la surface d'une cellule effectrice 
cytotoxique ou d'un lymphocyte T " helper " implique dans le precede 
d'activation d'une telle cellule, et/ou 

15 - au moins pour une molecule inhibitrice d'au moins une proteine 

ou de ses fragments, ladite proteine etant choisie parmi les molecules 
d'interet identifiees dans la presente invention, pouvant inhiber la fonction 
et/ou le metabolisme et/ou la fixation des molecules d'interet ou de leurs 
fragments. 

20 Par ailleurs, ledit acide nucleique peut comprendre au moins 

deux sequences, identiques ou differentes, presentant une activite de 
promoteur transcriptionnel et/ou au moins deux genes, identiques ou 
differents, situes I'un par rapport a I'autre de maniere contigue, eloignee, 
dans le meme sens ou dans le sens inverse, pour autant que la fonction de 

25 promoteur transcriptionnel ou la transcription desdits genes ne soit pas 
affectee. 

De meme dans ce type de construction d'acide nucleique, il est 
possible d'introduire des sequences nucleiques " neutres " ou introns qui 
ne nuisent pas a ia transcription et sont epissees avant I'etape de 




traduction. De telies sequences et leurs utilisations sont decrites dans la 
litterature (reference : demande de brevet PCT WO 94/29471). 

Ledit acide nucleique peut egalement comprendre des 
sequences requises pour le transport intracellulaire, pour la replication et/ou 

5 pour ['integration, pour la transcription et/ou la traduction. De telies 
sequences sont bien connues de rhomnrie de I'art. 

Par ailleurs, les acides nucleiques utilisables selon la presente 
invention peuvent egalement etre des acides nucleiques modifies de sorte 
qu'il ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome de la cellule 

10 cible, ou des acides nucleiques stabilises a I'aide d'agents, tels que par 
exemple la spermine, qui en tant que tels n'ont pas d'effet sur I'efficacite 
de la transfection. 

La sequence d'acide nucleique est de preference une sequence 
d'ADN ou ARN nue, c'est a dire libre de tout compose facilitant son 

15 introduction dans les cellules (transfert de sequence d'acide nucleique). 
Toutefois, selon un second mode de realisation de I'invention, afin de 
favoriser son introduction dans les cellules cibles et afin d'obtenir les 
cellules genetiquement modifiees de I'invention, cette sequence d'acide 
nucleique peut etre sous la forme d'un " vecteur et plus particulierement 

20 sous la forme d'un vecteur viral, tel que par exemple un vecteur adenoviral, 
retroviral, un vecteur derive d'un poxvirus, notamment derive du virus de la 
vaccine ou du Modified Virus Ankara (MVA) ou d'un vecteur non viral tel 
que, par exemple, un vecteur consistant en au moins une dite sequence 
d'acide nucleique complexee ou conjuguee a au moins une molecule ou 

25 substance porteuse selectionnee parmi le groupe consistant en un 
amphiphile cationique, notamment un lipide cationique, un polymere 
cationique ou neutre, un compose polaire pratique notamment choisi parmi 
le propylene glycol, le polyethylene glycol, le glyc6rol, I'^thanol, la 1 -methyl 
L-2-pyrrolidone ou leurs derives, et un compost polaire aprotique 

30 notamment choisi parmi le dim^thylsulfoxide (DMSO), le di^thylsulfoxide, le 



di-n-propylsulfoxide, le dimethylsulfone, le sulfolane, la dimethylformamide, 
le dimethylacetamide, la tetramethyluree, I'acetonitrile ou leurs derives. La 
litterature procure un nombre important d'exemples de tels vecteurs viraux 
et non viraux. 

5 De tels vecteurs peuvent en outre et de preference comprendre 

des elements de ciblage pouvant permettre de diriger le transfert de 
sequence d'acide nucleique vers certains types cellulaires ou certains tissus 
particuliers tels que les cellules T helpers, ies cellules T cytotoxiques et les 
cellules presentatrices de I'antigene. Ms peuvent egalement permettre de 

10 diriger le transfert d'une substance active vers certains compartiments 
intracellulaires preferes tel que le noyau, les mitochondries ou les 
peroxysomes, par exemple. II peut en outre s'agir d'elements facilitant la 
penetration a I'interieur de la cellule ou la lyse de compartiments 
intracellulaires. De tels elements de ciblage sont largement decrits dans la 

15 litterature. II peut par exemple s'agir de tout ou partie de lectines, de 
peptides, notamment le peptide JTS-1 (voir demande de brevet PCT WO 
94/40958), d'oligonucleotides, de lipides, d'hormones, de vitamines, 
d'antigenes, d'anticorps, de ligands specifiques de recepteurs 
membranaires, de ligands susceptibles de reagir avec un anti-ligand, de 

20 peptides fusogenes, de peptides de localisation nucleaire, ou d'une 
composition de tels composes, 
ou encore 

- au moins une sequence d'acides nucleiques capable de 
s'hybrider a une sequence d'acides nucleiques codant pour les molecules 

25 d'interet de I'invention ou leurs fragments. Les fragments correspondent en 
particulier a des molecules anti-sens ou ribozyme et peuvent etre 
synthetis6s a I'aide de synthetiseurs automatiques, tels que ceux 
commercialises par la society Applied Biosystem. Les oligonucleotides anti- 
sens sont capables d'interferer specifiquement avec la synthese d'une 

30 proteine cible d'interet, par inhibition de la formation et/ou du 



fonctionnement du polysome selon le positionnement de rARNm dans la 
cible. Done le choix frequent de la sequence entourant le codon d'initiation 
de la traduction comme cible pour une inhibition par un oligonucleotide anti- 
sens vise a prevenir la formation du complexe d'initiation. D'autres 
mecanismes dans I'inhibition par des oligonucleotides anti-sens impliquent 
une activation de la ribonuclease H qui digere les hybrides oligonucleotide 
anti-sens/ARNm ou une interference au niveau de sites d'epissage par des 
oligonucleotides anti-sens dont la cible est un site d'epissage de I'ARNm. 
Les oligonucleotides anti-sens sont egalement complementaires de 
sequences ADN et peuvent done interferer au niveau de la transcription par 
la formation d'une triple helice, I'oligonucleotide anti-sens s'appariant par 
des liaisons hydrogene dites de Hoogsteen au niveau du grand sillon de la 
double helice d'ADN. Dans ce cas particulier, on parle plus precisement 
d'oligonucleotides antigenes. II est bien entendu que les oligonucleotides 
anti-sens peuvent etre strictement complementaires de la cible ADN ou 
ARN a laquelle lis doivent s'hybrider, mais aussi non strictement 
complementaires a la condition qu'ils s'hybrident a la cible. De meme, il 
peut s'agir d'oligonucleotides anti-sens non modifies ou modifies au niveau 
des liaisons inter-nucleotidiques. Toutes ces notipns font partie des 
connaissances g§nerales de I'homme de I'art. Bien entendu, de telles 
molecules anti-sens peuvent constituer en tant que telles des vecteurs. On 
peut egalement utiliser des vecteurs qui comprennent une sequence 
d'acides nucleique qui code pour un anti-sens. Ces molecules d'acides 
nucleiques sont capables de s'hybrider dans des conditions stringentes k 
I'ADN ou/et ARN codant pour les prot6ines de I'invention ou pour leur{s) 
fragment(s). Des conditions de stringence caracteristiques sont celles qui 
correspondent a une combinaison de la temperature et de la concentration 
saline choisie approximativement entre 12 a 20^C sous le Tm {« melting 
temperature ») de I'hybride a I'^tude. De telles molecules sont synth6tis6es 
et peuvent etre marqu6es en utilisant des m^thodes de marquage 



conventionnelles utilisees pour les sondes moleculaires, ou peuvent etre 
utilisees comme amorces dans les reactions d'amplification. Les sequences 
qui presentent au moins 90% d'homologie par rapport a une sequence de 
reference font egalement partie de ['invention, de meme que les fragments 
de ces sequences qui presentent au moins 20 nucleotides at de preference 
30 nucleotides contigus homologues par rapport a une sequence de 
reference. 

Les molecules ou sequences d'acides nucleiques ADN ou ARN 
consistent en un fragment d'ADN et/ou d'ARN, double brin ou simple brin, 
lineaire ou circulaire, naturel et isole ou de synthese, correspondant a un 
enchatnement precis de nucleotides, modifies ou non, et permettant de 
definir un fragment ou une region d'un acide nucleique choisi dans le 
groupe consistant en un ADNc ; un ADN genomique ; un ADN 
plasmidique ; un ARN messager. Les sequences d'acides nucleiques sont 
deduites de la sequence d'acides amines des molecules d'interet de 
I'invention ou de leurs fragments, en utilisant le code genetique. En raison 
de la degenerescence du code genetique I'invention englobe egalement des 
sequences equivalentes ou homologues. Ces sequences definies permettent 
a I'homme de I'art de definir lui-meme les molecules adapt6es. II peut ainsi 
definir et utiliser des molecules d'acides nucleiques complementaires des 
sequences ADN et/ou ARN codant pour les molecules d'interet de 
I'invention ou de leur(s) fragment(s). 

Ces sequences d'acides nucleiques et/ou vecteurs permettent 
de cibler les cellules dans lesquelles la proteine ou le fragment de proteine 
est exprim6, soit par utilisation de molecule de ciblage introduite sur le 
vecteur, soit par I'utilisation d'une propriete particuli^re de la cellule ; 

- au moins une cellule de mammifere ne produisant pas 
naturellement au moins une molecule d'interet de I'invention ou tout 
fragment de ces molecules, ou des anticorps specifiques d'au moins une 
desdites molecules d'interet de I'invention ou de ses fragments, ladite 



cellule de mammifere etant genetiquement modifiee in vitro par au moins 
una sequence d'acide nucleique ou un fragment d'une sequence nucleique 
ou une association de sequences d'acides nucleiques correspondant a des 
fragnnents d'acides nucleiques issus d'un menne gene ou de genes 
differents, la ou lesdites sequences nucleiques etant deduite{s) des 
sequences d'ADN et d'ARN codant pour les nnolecules d'interet de 
rinvention ou tout fragment, ledit gene d'interet therapeutique codant pour 
tout ou partie de la molecule d'interet de I'invention, d'un fragment de la 
molecule ou d'un anticorps specifique de la molecule qui sera exprime a la 
surface de ladite cellule de mammifere (Toes et al., 1997, PNAS 94: 
14660-14665). Ainsi, ladite cellule contient au moins un gene qui code in 
wVo pour : 

- au moins une proteine choisie parmi les molecules d'interet de 
rinvention et/ou leurs fragments, et/ou 

- au moins un peptide defini a partir de la sequence primaire 
d'au moins une proteine choisie parmi les molecules d'interet de et/ou leurs 
fragments, et/ou 

- au moins toute molecule inhibitrice de Tactivite et/ou de la 
fixation et/ou de I'expression de ces molecules, et/ou 

- au moins un peptide issu de la sequence primaire d'une 
proteine choisie parmi les molecules d'interet de {'invention et/ou leurs 
fragments, et capable de se fixer sur au moins une glycoprot6ine du CMHI 
et/ou CMHI I, et/ou 

- au moins un ligand et/ou tout anticorps et/ou toute partie 
d'anticorps capable de se fixer a au moins une proteine choisie parmi les 
molecules d'interet de I'invention et/ou les fragments. 

Plus particulierement, ladite cellule cible provient soit du 
mammifere a traiter, soit d'un autre mammifere que celui a traiter. Dans ce 
dernier cas, il convient de noter que ladite cellule cible aura subi un 
traitement la rendant compatible avec le mammifere a traiter. Seion un 
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aspect prefers, par "mammifere" on entend designer un mammifere 
humain, Ces cellules sont etablies en lignees cellulaires et sont 
preferentiellennent CMHII+ ou CMHIl- inductibles comme les lymphocytes, 
les monocytes, les astrocytes, les oligodendrocytes. 

L'invention concerne egalement les cellules modifiees et un 
precede de preparation d'une cellule telle que decrite ci dessus caracterise 
en ce que Ton introduit dans une cellule de mammifere par tout ou moyen 
approprie, au moins une sequence d'acide nucleique contenant au moins un 
gene d'interet therapeutique et des elements assurant I'expression dudit 
gene dans ladite cellule, ledit gene d'interet therapeutique contenant une 
sequence d'acide nucleique codant pour une molecule ou un fragment de 
molecule in vivo, comme decrit juste ci-dessus. Plus particulierement, elle 
concerne des cellules procaryotes, des cellules de levure et des cellules 
animales, en particulier des cellules de mammiferes transformees par au 
moins une sequence nucleotidique et/ou un vecteur tel que decrit 
precedemment. 

Selon un mode de realisation particulier, les cellules (cellules 
dendritiques, macrophages, astrocytes, lymphocytes T CD4 + , 
lymphocytes T CD8 + ) du patient ou allogeniques sont placees en contact 
d'une preparation purifiee du polypeptide cible, celui-ci etant internalise, 
apprete et presente a la surface cellulaire associe aux molecules du CMHI 
et/ou CMHIl. Elles peuvent entre autre induire une r6ponse immune 
specifique centre le peptide. Les cellules " activees " sont ensuite 
administrees au patient, chez lequel 6lles peuvent entre autre induire une 
reponse immune specifique des antigenes (on utilise une voie naturelle de la 
reponse immune, mais on controle ce que la cellule presentatrice de 
I'antig^ne va presenter) 

Selon un mode de realisation particulier, les cellules 
presentatrices d'antigene (cellule dendritique, macrophage, astrocytes,..) 
sont modifiees in vitro pour exprimer les antigenes dans la cellule 



transformee, qui peuvent etre secretees par la cellule et/ou s'associer aux 
molecules du CMHI et/ou CMHII et etre presentees a la surface des cellules 
pour induire chez le patient chez lequel on administre la cellule modifiee une 
reaction immune parfaitement ciblee. 

Toutes les approches vaccinales ne sent pas toujours 
satisfaisantes et conduisent par exemple a des reactions immunes limitees 
dirigees uniquement a Tencontre d'epitopes immunodominants ou centre 
des antigenes presentant une grande variabilite. De meme la presentation 
incorrecte des antigenes par les glycoproteines du systeme CMH a la 
surface des cellules, ne permet pas de developper chez le patient traite une 
immunite anti-proteine d'interet convenable. Afin de pallier ces problemes, 
certains auteurs ont propose dans le cadre de tels precedes vaccinaux, de 
selectionner les fragments minimaux antigeniques correspondant aux 
portions de peptide susceptibles d'etre reconnus specifiquement par les 
lymphocytes T cytotoxiques, de les exprimer dans les cellules afin qu'ils 
s'associent aux molecules du CMHI et soient presentes a la surface des 
cellules pour induire chez le patient traite une reaction immunitaire 
parfaitement ciblee (Toes et al. 1997, PNAS 94: 14660-14665). Plus 
particulierement, 11 a ete montre que des epitopes de tres petites tallies 
(variant de 7 a environ 1 3 acides amines) qui sont exprimes a partir de 
minigenes introduits dans un virus de la vaccine, pouvaient induire une 
immunisation de type cellulaire. II a par ailleurs ete montre que plusieurs 
minigenes pouvaient etre exprimes conjointement a partir d'un meme 
vecteur (cette construction particuliere est appel6e 'string of beads'). Une 
telle construction pr6sente I'avantage d'induire une reaction immune de 
type CTL synergique (Whitton et al ;, 1993 J. of Virology 67 : 348-352). 

Protocole de mise en contact des cellules et du fragment 
antigenique : 

La presentation des fragments antigeniques par les molecules 
CMHI et/ou CMHII repose sur un precede intracellulaire identifi6 (voir 



Groettrup et al., 1996 Immunology Today 17 : 429-435 pour une revue) au 
cours duquel des peptides antigeniques de tres courtes tailles (environ 7-13 
acides amines) sont produits par degradation d'un polypeptide plus 
complexe contre lequel la reaction immune finale sera dirigee. Ces courts 

5 peptides sont ensuite associes aux molecules du CMHI ou du CMHIl pour 
former un complexe proteique qui est transports a la surface cellulaire afin 
de presenter lesdits peptides aux lymphocytes T cytotoxiques circulants ou 
aux lymphocytes T helper circulants, respectivement. II convient en outre 
de noter que la specificite des molecules CMH I ou CMH II vis-a-vis des 

10 peptides antigeniques varie en fonction des molecules CMH I ou CMH II 
(exemple pour le CMHI : HLA-A, HLA-B, ...) et de I'allele (example pour le 
CMH I : HLA-A2, HLA-A3, HLA-A11) consideres. Au sein d'une meme 
espece animale, d'un individu a I'autre, il existe une grande variabilite des 
genes codant pour les molecules du systeme CMH (a ce sujet, voir 

15 notamment George et al., 1995, Imunology Today 16 : 209-212). 

Selon un mode de realisation particulier, les cellules, telles que 
les cellules dendritiques, les macrophages, les astrocytes, les lymphocytes 
T CD4 + , les lymphocytes T CD8 + , sont modifiees de maniere a exprimer 
a leur surface des anticorps specifiques du peptide cible. Le peptide est 

20 neutralise par les anticorps exprimes a la surface des cellules. Ces cellules 
sont de preference immunes, de preference du patient, de preference 
cytotoxiques, modifiees pour exprimer tout ou partie d'un anticorps 
specifique du polypeptide cible. 

Isolement de cellules mononucleees a partir de sang 

25 p6ripherique : 

En 1 968, Boyum decrivit une technique rapide qui permet par 
centrifugation du sang sur gradient de densite, de separer les cellules 
mononucleees (lymphocytes et monocytes) avec un bon rendement 
(rendement theorique 50%, c'est-a-dire 10® cellules /ml de sang). 50 ml de 

30 sang periph6rique pr6leves sterilement dans des tubes heparines sont 




centrifuges 20 minutes a 150g a 20°C. Les cellules recuperees sont 
diluees dans deux volumes de sang peripherique initial de PBS sterile. 10 ml 
de cette suspension sont deposes sur 3ml d 'une solution de ficoll-Hypaque 
(milieu de separation des lymphocytes, Flow). Apres centrifugation 
pendant 20 minutes a 400g et 20°C sans freinage de deceleration , les 
cellules mononucleees sedimentent a I'interface PBS-Ficoll, en une couche 
dense, opalescente, alors que la quasi-totalite des globules rouges et des 
polynucleaires sedimentent au fond du tube. Les cellules mononucleees 
sont recuperees et lavees en PBS sterile. 

Internalisation des antigenes par les cellules presentatrices de 

I'antigene : 

Traitement prealable des cellules presentatrices de I'antigene : 
les cellules presentatrices de I'antigene sont prealablement lavees avec un 
tampon PBS-BSA a 0.5% (p/v) puis enumerees puis elle sont preincubees 
en presence de differents inhibiteurs de reduction trois fois en PBS-BSA 
0.5% contenant de 10 /yM a 10 mM final de DTNB (acide 5,5'-dithio-bis-2- 
nitrobenzoique) ou de NEM (N-ethylmaleimide). Les etapes ulterieures de 
fixation d'antigenes a la surface cellulaire ou d 'internalisation d'antigenes 
se realisent aussi en presence des differentes concentrations d' inhibiteurs. 

Protocole d'internalisation des antigenes par les cellules 
presentatrices de I'antigene : 

8.10® cellules sont incubees en presence de quantite saturante 
de proteines radiomarquees a I'iode 125 (1 jjg) dans des micropuits dans 
70 Apres une heure d'incubation a 4°C sous agitation, les antigenes 
sont fixes a la surface des cellules. La suspension cellulaire est lavee deux 
fois en PBS-BSA et les culots cellulaires sont repris dans 70 /j\ de tampon 
et incubees a 37°C pendant differentes periodes allant jusqu'a 2 heures. 
Cellules et surnageants sont separes par centrifugation h 800g pendant 5 
minutes 4*^C, Pour des plus longues periodes d'incubation, T^tape 
pr6liminaire de pr6-fixation des antigdnes S la surface des cellules est 



supprimee. Les cellules sont diluees dans un milieu RPI\/II-10% SVF en 
presence de 20 mM Hepes, a lO^cellules /ml. Les cellules sont incubees en 
presence d'un exces d'antigene pendant differentes periodes a 37°C (1 /yg 
de molecules 75.10^ cellules monocytes/macrophages ou /10^ cellules B- 
5 EBV). 

A partir des connaissances des sequences en acides amines des 
proteines d'interet de invention, il est a la portee de I'homme de I'art de 
definir et utiliser les molecules decrites ci-dessus et/ou toute molecule 
capable de se fixer aux dites molecules, et/ou toute molecule capable 

10 d'inhiber I'activite desdites molecules d'interet. 

L'agent therapeutique est de preference choisi parmi une 
molecule naturelle et/ou une molecule recombinante, ou un fragment 
desdites molecules, dont la sequence proteique correspond a la sequence 
des molecules Vps16 et/ou 17, de preference Vp16, eventuellement en 

15 association avec une ou des molecules naturelles et/ou recombinantes ou 
un fragment desdites molecules dont la sequence proteique correspond a la 
sequences des molecules Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22 et 
preferentiellement des molecules Vps 3 et 12 ou des molecules Vps 7, 14 
et 17, et avantageusement 7 et 1 7 ; 

20 parmi les molecules naturelles, et/ou recombinantes et/ou de 

synthese ou un fragment desdites molecules qui cedent pour les molecules 
telles que definies pr6c6demment. 

En particulier l'agent therapeutique et/ou prophylactique est 
choisi parmi les molecules ADN et/ou ARN ; les oligonucleotides anti-sens 

25 et les oligonucleotides anti-genes ; au moins un ligand susceptible 
d'interagir avec les Vps 16 et/ou 17, en particulier le Vpi6, eventuellement 
en association avec au moins un ligand susceptible d'interagir avec au 
moins un des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22 et pr6f6rentiellement les Vps 
3 et 12 ; parmi les anticorps, de pr6f6rence les anticorps monoclonaux et 

30 les anti-r6cepteurs des TCRs des differents Vps ci-dessus ; au moins un 
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ligand susceptible d'interagir avec les Vpi6 et/ou 17, eventuellement en 
association avec au moins un ligand susceptible d'interagir avec au moins 
un des Vps 7, 14 et 17 et 22 et preferentiellement les Vps 7 et 17, en 
particulier les anticorps, et de preference les anticorps nnonoclonaux ou des 
fragments desdits anticorps et les anti-recepteurs des TCRs des differents 
Vps ci-dessus ; un agent susceptible de bloquer I'interaction du 
superantigene aux cellules presentatrices d'antigene ; au moins una cellule 
modifiee genetiquement in vitro, de preference une cellule d'origine 
mammifere, par un agent therapeutique qui consiste en au moins une 
molecule d'acide nucleique codant pour au moins une molecule dont la 
sequence proteique correspond a la sequence codant pour les molecules 
telles que definies precedemment, en particulier une molecule ADN et/ou 
ARN ; au moins une cellule modifiee genetiquement in vitro, de preference 
une cellule d'origine mammifere, par un agent therapeutique qui consiste en 
15 au moins une molecule d'acide nucleique codant pour au moins un ligand 
tel que defini precedemment, en particulier une molecule ADN et/ou ARN ; 
et leurs utilisations pour la prophylaxie et/ou le traitement d'une pathologie, 
en particulier une maladie auto-immune, telle que la sclerose en plaques. 

Les agents therapeutiques tels que definis precedemment sont 
20 utilises pour la preparation d'une composition prophylactique et/ou 
therapeutique et ['invention porte egalement sur une telle composition 
comprenant au moins un desdits agents therapeutiques en association 
eventuelle avec un vehicule et/ou un excipient et/ou un adjuvant et/ou un 
diluant pharmaceutiquement acceptable. II peut s'agir entre autres de 
25 compositions vaccinales a base de prot6ine(s) ou de peptide(s) ou de 
sequences d'acides nucleiques derives des molecules d'interet ou de leurs 
fragments, comme decrit precedemment pour la prophylaxie et/ou la 
th^rapie d'une maladie auto-immune, en particulier la sclerose en plaques. 
Ces proteines et peptides administr^s sont caracterises en ce qu'ils ne 
30 doivent pas etre toxiques pour I'organisme dans lequel ils sont administres, 




ou doivent avoir perdu leur capacite a se fixer a un ligand, et peuvent 
induire significativement une reponse immune mediee par les lymphocytes 
T et/ou les anticorps diriges centre cette proteine. De telles proteines sont 
dites « modifiees », cependant leur immunogenicite est conservee. De 

5 telles molecules immunogeniques modifiees sont obtenues par un nombre 
de traitements conventionnels, par exemple la denaturation chimique ou a 
la chaleur, la troncation ou la mutation avec deletion, insertion ou 
rempiacement d'acides amines. Un exemple de troncation consiste en la 
troncation d'acides amines a I'extremite carboxy-terminale pouvant aller 

10 jusqu'a 5-30 acides amines. Les molecules modifiees peuvent etre 
obtenues par des techniques synthetiques et/ou recombinantes ou par des 
traitements chimiques ou physiques des molecules naturelles. 

Les molecules d'interet naturelles et/ou recombinantes 
identifiees dans la presente invention et les sequences peptidiques ou les 

15 fragments desdites molecules sont utilisees en vaccination prophylactique 
et therapeutique contre les maladies, de preference la sclerose en plaques. 
Un vaccin comprend une quantite immunogenique effective de la molecule 
immunogene en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et eventuellement un adjuvant et/ou un diluant. Les vehicules, 

20 adjuvants et diluents pharmaceutiquement acceptables sont bien connus de 
I'homme du metier. On peut citer a titre de reference le Remington's 
Pharmaceutical Sciences. L'utilisation de compositions vaccinaies est 
particulierement avantageuse en association avec un diagnostic precoce de 
la maladie. La proteine immunogene est utilisee dans la preparation de 

25 medicament pour la vaccination prophylactique ou therapeutique. Les 
proteines d'int6ret peuvent etre eliminees de I'organisme sans induire 
d'effets secondaires indesirables. L'identification de telles molecules ou 
peptides vaccins est realisee comme suit : on verifie que les molecules 
candidates modifiees comme decrit precedemment (proteines naturelles, 

30 recombinantes, peptides) ne sont pas toxiques pour I'organisme, puis on 
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verifie leur immunogenicite (i) en realisant un test in vitro de proliferation de 
lymphocytes T CD4-h specif iques de I'antigene administre (T cell assay) ou 
un test in vitro de cytotoxicite des lymphocytes CDS -f specifiques de 
i'antigene administre et (ii) en mesurant entre autre le taux d'anticorps 
circulants diriges centre la proteine naturelle. Ces formes modifiees sont 
utilisees pour immuniser des hommes par des procedures standard avec 
des adjuvants appropries. 

Les vaccins prepares sont injectabies, c'est-a-dire en solution 
liquide ou en suspension. En option, la preparation peut aussi etre 
emulsifiee. La molecule antigenique peut etre melangee avec des excipients 
qui sont pharmaceutiquement acceptables et compatibles avec Tingredient 
actif. Des exemples d'excipients favorables sont I'eau, une solution saline, 
le dextrose, le glycerol, I'ethanol ou des equivalents et ieurs combinaisons. 
Si desire, le vaccin peut contenir des quantites mineures de substances 
auxiliaires comma des agents " wetting " ou emulsifiants, des agents qui 
tamponnent le pH ou des adjuvants comme {'hydroxide d'aluminium, le 
dipeptide muramyl ou Ieurs variations. Dans le cas des peptides, leur 
couplage a une plus grosse molecule (KLH, toxine tetanique) augmente 
quelquefois rimmunogenicit§. Les vaccins sont administres 
conventionnellement par injection par exemple sous cutanee ou 
intramusculaire, Des formulations additionnelles favorables avec d'autres 
modes d'administration incluent des suppositoires et quelquefois des 
formulations orales. 

En general, la concentration en proteine dans la composition 
utilisee pour une administration in vivo est par exemple de 0,1//g /ml a 20 
mg /ml. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation de 
vaccins incluant des molecules d'acides nucleiques qui codent pour les 
molecules d'int6ret de I'invention ou des peptides immunogenes ou leur 
fragment{s), non actifs. Les vaccins d'acides nucleiques, en particulier les 



vaccins ADN, sont administres generalement en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable en injection intramusculaire. 

Un autre aspect de I'invention concerne des compositions 
prophylactiques et/ou therapeutiques qui comprennent, entre autres, des 
substances naturelles et/ou synthetiques et/ou recombinantes (i) capables 
de bloquer et/ou d'inhiber I'activite des molecules d'interet de I'invention 
et/ou de leurs fragments, et/ou (ii) capables d'inhiber leur metabolisme, 
et/ou (iii) capables de reguler I'expression des molecules d'interet de 
I'invention ou leurs fragments, et/ou (iv) capables d'inhiber la fonction et/ou 
I'expression des ligands des molecules d'interet de I'invention ou leurs 
fragments. Ces substances peuvent etre utilisees dans des traitements 
prophylactiques et therapeutiques de la maladie, par exemple la SEP, en 
administrant des quantites effectives. Les substances peuvent etre de 
petites molecules synthetiques ou naturelles, des derives des proteines 
identifiees dans cette invention, des lipides, des glycolipides, des composes 
chimiques, etc... Les petites molecules peuvent etre criblees et identifiees 
en grande quantite en utilisant des librairies combinatoires chimiques. 
L'invention concerne egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant ces substances en association avec des vehicules et/ou 
adjuvants et/ou excipients et/ou diluants physiologiques acceptables, et des 
methodes pour la preparation de medicaments a utiliser en therapie ou en 
prevention de maladies auto-immunes dont la SEP en utilisant ces 
substances. 

Pour identifier de telles molecules, on utilise les tests et 
protocoles in vitro et in vivo comme decrit ci-dessus, en utilisant des 
echantillons preleves de patient et/ou d'animaux non traites ou traites. Les 
molecules s6lectionnees sont testees a differentes concentrations. Ces 
inhibiteurs sont aussi testes dans des essais de toxicity et 
pharmacocinetique pour savoir s'ils peuvent representer des drogues 
candidates valables. Les petites molecules peuvent etre criblees et 



identifiees en grande quantite en utilisant des librairies combinatoires 
chimiques. 

La presents invention concerne aussi I'utilisation de cellules 
transformees in vivo apres injection de vecteurs contenant au moins un 
5 gene d'interet therapeutique defini a partir des molecules d'interet 
identifiees ou leurs fragments pour la preparation d'une composition, 
prophylactique et/ou therapeutique dite de therapie genique et ladite 
composition. 

La composition comprend au moins un vecteur contenant un 
10 gene therapeutique comme decrit ci-dessous, capable d'etre introduit dans 
une cellule cible in vivo et d'exprimer le gene d'interet therapeutique in 
vivo, L'avantage repose sur la possibilite de maintenir sur le long terme un 
niveau basal de molecules exprimees chez le patient traite. Des vecteurs ou 
acides nucleiques cedent pour des genes d'interet therapeutique sent 
15 injectes. Ces vecteurs et acides nucleiques doivent etre transportes 
jusqu'aux cellules cibles et transfecter ces cellules dans lesquelles lis 
doivent etre exprimes in vivo. 

L'invention concerne I'expression in vivo de sequences 
nucleotidiques et/ou de vecteurs tels que decrit precedemment, c'est-a- 
20 dire des sequences correspondent a des genes d'interet therapeutique 
codant notamment : 

- soit au moins pour une proteine choisie parmi les molecules 
d'interet identifiees dans la presente invention ou leurs fragments, et/ou 

- soit au moins pour tout ou partie d'un anticorps polyclonal ou 
25 monoclonal capable de se fixer a au moins une proteine choisie parmi les 

molecules d'interet identifiees dans la presente invention et leurs 
fragments. II peut s'agir d'anticorps transmembranaire natif, ou de 
fragment ou derive d'un tel anticorps, pour autant que ledit anticorps, 
fragment ou d6riv6 d'anticorps soit exprim6 a la surface de la cellule cible 
30 de mammifere g6n6tiquement modifi^e et en ce que ledit anticorps est 
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capable de se fixer a un polypeptide present a la surface d'une cellule 
effectrice cytotoxique ou d'un lymphocyte T " helper " inhiber I'activite' 
d'au moins une molecule d'interet de I'invention. II peut s'agir de fragments 
d'anticorps exprimes par des cellules capables de secreter lesdits anticorps 
dans la circulation sanguine d mammifere ou patient porteur des cellules 
genetiquement modifiees par le gene codant pour I'anticorps, et/ou 

- soit au moins pour une molecule inhibitrice d'au moins une 
proteine choisie parmi les molecules identifiees dans la presente invention 
ou leurs fragments, et/ou 

soit au moins pour un ligand ou toute partie du ligand capable 
de se fixer sur au moins une proteine choisie parmi les molecules d'interet 
identifiees dans la presente invention ou leurs fragments, et/ou d'inhiber sa 
fonction. A partir des sequences en acides amines des molecules d'interet 
de I'invention ou de leurs fragments , il est a la portee de I'homme de Tart 
de deduire les sequences nucleotidiques ADN et ARN correspondantes aux 
molecules d'interet ou a leurs fragments en se servant du code genetique 
et en tenant compte de sa degenerescence. Ainsi la presente invention 
concerne Tutilisation de ces sequences nucleotidiques sous forme de 
sequences anti-sens, de sequences codant pour un gene therapeutique, de 
sequences pouvant etre contenues dans un vecteur pour la realisation de 
transformation cellulaire ex vitro et/ou in vivo (therapie g6nique). 

Selon un mode de realisation particulier, il s'agit d'utiliser la 
therapie genique de maniere a diriger la r6ponse immune contre la proteine, 
le peptide ou la molecule d'interet cible, c'est-a-dire contre toute molecule 
choisie parmi les molecules d'int6r§t de I'invention et/ou leurs fragments, 
et/ou contre toute molecule inhibitrice de I'activite et/ou de {'expression 
et/ou du m^tabolisme desdites molecules d'interet, et/ou des ligands 
desdites molecules. Pour cela il est evident que les cellules S cibler pour la 
transformation avec un vecteur sont des cellules appartenant au systeme 
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immun, soit des cellules presentatrices de I'antigene (cellules dendritiques, 
macrophages, ...), soit des cellules de type lymphocytes (CD4/CD8). 

Selon un mode de realisation particulier, on modifie 
genetiquement, notamment in vivo, les cellules presentatrices de I'antigene 
(APC). Les APCs comme tes macrophages, les cellules dendritiques, les 
microgliocytes, les astrocytes jouent un role dans I'initiation de la reponse 
immune. Elles sent les premiers composants cellulaires qui capturent 
I'antigene, I'apprete dans la cellule et expriment des molecules du CMHI et 
CMHIl transmembranaires impliquees dans la presentation de I'immunogene 
aux cellules T CD4+ et CDS + , elles produisent des proteines accessoires 
specifiques qui participent a I'activation des cellules T via la reconnaissance, 
des determinants Vp du recepteur T a la surface des lymphocytes T 
(Debrick et al ;, 1991, J. Immunol 147 : 2846 ; Reis et al., 1993, J Ep 
Med 178 : 509 ; Kovacsovics-bankowski et al., 1993, PNAS 90 : 4942; 
15 Kovacsovics-bankowski et al., 1995 Science 267 : 243 ; Svensson et al., 
1997, J Immunol 158 : 4229 ; Norbury et al 1997, Eur J Immunol 27 : 
280). Pour une vaccination, il peut etre avantageux de disposer d'un 
systeme de therapie genique qui peut cibler le transfert de gene dans de 
telles cellules APC. 

20 On choisit d'exprimer a la surface des cellules APCs in vivo tout 

ou partie d'un anticorps et/ou d'un ligand, capable de reagir avec la 
proteine ou le peptide cible choisis parmi les molecules d'interet de 
I'invention et/ou leurs fragments. De telles cellules vont alors 
specifiquement phagocyter ladite proteine ou ledit peptide, I'appreter de 

25 facon a ce que des fragments de ce peptide soient present^s a la surface 
des cellules presentatrices de I'antigene. 

La litt^rature propose un grand nombre d'exemples de genes 
codant pour des anticorps capables de reagir avec des polypeptides ou 
r^cepteurs. li est h la portee de I'homme de I'art d'obtenir les sequences 

30 d'acides nucl6iques codant pour de tels anticorps. Citons par exemple les 
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genes codant pour las chaines legeres et lourde de I'anticorps YTH 12.5 
(anti-CD3) (Routledge et al. 1991, Eur J Immunol 21 : 2717-2725), de 
l'anti-CD3 selon Arakawa et al ; 1996, J. Biochem. 120: 657-662. Les 
sequences d'acide nucleique de tels anticorps sont aisement identifiables a 
partir des bases de donnees communement utilisees par I'homme du 
metier. II est egalement possible a partir d'hybridomes disponibles aupres 
de I'ATCC de doner les sequences d'acides nucleiques codant pour les 
chaines lourdes et/ou legeres de ces differents anticorps par les methodes 
d'amplification telles que la RT-PCR a I'aide d'oligonucleotides specifiques 
ou les techniques mettant en oeuvre des banques de cDNA (Maniatis et al 
1982, Molecular cloning. A laboratory manual CSH Laboratory, Cold Spring 
Harbor, New York). Les sequences ainsi donees sont alors disponibles pour 
leur clonage dans des vecteurs. Selon un cas prefere de {'invention, la 
sequence d'acide nucleique codant pour la chaTne lourde de I'anticorps est 
fusionnee par recombinaison homologue avec une sequence d'acide 
nucleique codant pour un polypeptide transmembranaire (Polydefkis et al., 
1 990J Exp Med 171 : 875-887). Ces techniques de biologie moleculaire 
ont ete parfaitement bien decrites. 

On choisit d'exprimer a la surface des cellules APCs in vivo des 
fragments immunogenes correspondant a au moins une proteine choisie 
parmi les molecules d'interet de Tinvention et/ou leurs fragments. Pour 
cela, on peut choisir de faire exprimer par le vecteur soit le polypeptide 
complet soit de maniere prefer^ des polypeptides selectionnes pour reagir 
avec des ligands et/ou recepteurs specifiques. Le peptide immunogene 
code par le polynucleotide introduit dans la cellule du vert6br6 in vivo peut 
etre produit et/ou secr6t6, apprete puis presente a une cellule presentatrice 
de I'antigene (APC) dans le contexte des molecules du CMH- Les APC ainsi 
transferees in vivo induisent une reponse immune dirig6e contre 
r 'immunogene exprime in vivo. Les APC possedent differents m^canismes 
pour capturer les antigenes : (a) la capture des antigenes par des 
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recepteurs membranaires comme les recepteurs aux immunoglobulines (Fc) 
ou pour le complement disponibles a la surface des granulocytes, des 
monocytes ou macrophages permettant une deiivrance efficace de 
I'antigene dans les compartiments intracellulaires apres phagocytose 

5 mediee par les recepteurs. (b) I'entree dans les APC par pinocytose en 
phase fluide, impliquant differents mecanismes : la micropinocytose c'est- 
a-dire la capture de petites vesicules (0.1/ym) par les puits recouverts de 
clathrine et la macropinocytose c'est-a-dire la capture de plus grosses 
vesicules (avec une taille variant ente 0.5 /vm et environ 6 //m) (Sallusto et 

10 al. 1995, J Exp Med 182 : 389-400). Tandis que la micropinocytose existe 
de facon constitutive dans toutes les cellules, la macropinocytose est 
limitee a des types cellulaires, comme par exemple les macrophages, les 
cellules dendritiques, les astrocytes, les cellules epitheliales stimulees par 
des facteurs de croissance (Racoosin et al., J Cell Sci 1992, 102 : 867- 

15 880). Dans cette invention, on entend par cellules capables de 
macropinocytose, les cellules qui peuvent realiser les evenements decrits 
ci-dessus et les cellules qui peuvent capturer des macromolecules de 
preference entre 0.5 //m et environ 6 /jvn dans le cytoplasme. 

Selon un mode de realisation particulier, on modifie 

20 genetiquement notamment in vivo, les cellules effectrices cytotoxiques ou 
les lymphocytes T « helper » de facon a ce qu'elles expriment a leur 
surface des ligands d'au moins une desdites molecules d'interet de 
{'invention, naturellement non exprimes par ces cellules, et capables de se 
fixer a tout ou partie d'au moins une des molecules d'interet de I'invention 

25 a la surface de la meme cellule ou d'une autre cellule et d'inhiber I'activite' 
d'au moins une molecule d'interet de I'invention, par 1' introduction dans 
ces cellules de sequences d'acide nucleique renfermant le gene codant pour 
un tel polypeptide- Conformement a la presente invention, il est egalement 
possible de s6lectionner une sequence d'acide nucleique contenant un gene 

30 d'interet th^rapeutique codant pour tout ou partie d'un anticorps dirige 



centre une proteine choisie parmi les molecules d'interet de I'invention et 
les sequences peptidiques et/ou les fragments desdites sequences, 
susceptible d'etre exprime a la surface des cellules cibles du patient a 
traiter, ledit anticorps etant capable de se fixer a un polypeptide par ces 
cellules effectdes molecules d'interet de I'invention presentes a la surface 
des lymphocytes cytotoxiques et/ou lymphocytes T " helper voire 
d'inhiber I'activite' de ces molecules d'interet, 

De nombreux outils ont ete developpes pour introduire differents 
genes heterologues et/ou vecteurs dans des cellules, en particulier des 
cellules de mammiferes. Ces techniques peuvent etre divisees en deux 
categories : la premiere categorie implique des technique physiques comme 
la micro-injection, I'electroporation ou le bombardement de particules. La 
seconde categorie est basee sur I'utilisation de techniques en biologie 
moleculaire et cellulaire avec lesquelles le gene est transfere avec un 
vecteur biologique ou synthetique qui facilite Tintroduction du materiel dans 
la cellule in vivo. Aujourd'hui, les vecteurs les plus efficaces sont les 
vecteurs viraux en particulier les adenoviraux et retroviraux. Ces virus 
possedent des proprietes naturelles pour traverser les membranes 
plasmiques, eviter la degradation de leur materiel genetique et introduire 
leur genome dans le noyau de la cellule. Ces virus ont ete largement 
etudies et certains sont deja utilises experimentalement dans des 
applications humaines en vaccination, en immunotherapie, ou pour 
compenser des deficiences g6netiques. Cependant cette approche virale a 
des limitations notamment due a la capacite de clonage restreinte dans ces 
genomes viraux, le risque de diss6miner les particules virales produites 
dans I'organisme et I'environnement, le risque de mutagenese art6factuelle 
par insertion dans la cellule hote, dans le cas des retrovirus, et la possibilite 
d'induire une forte reponse immune inflammatoire in vivo pendant le 
traitement, ce qui limite le nombre d'injections possibles (Mo Coy et al. 
11995, human Gene Therapy 6 : 1553-1560 ; Yang et al., 1996 Immunity 



1 : 433-422). D'autres systemes alternatifs a ces vecteurs viraux existent. 
L'utilisation de methodes non virales comme par example la co-precipitation 
avec le phosphate de calcium, Tutiiisation de recepteurs qui miment les 
systemes viraux (pour un resume voir Gotten et Wagner 1993, Current 

5 Opinion in Biotehcnology, 4: 705-710), ou rutilisation de polymeres 
comme les polyamidoamines (haensler et Szoka 1993, Bioconjugate Chem 
4 : 372-379). D'autres techniques non virales sont basees sur l'utilisation 
de liposomes dont I'efficacite pour Tintroduction de macromolecules 
biologiques comme I'ADN, I'ARN des proteines ou des substances 

10 pharmacteutiques actives a ete largement decrite dans la litterature 
scientifique. Dans ce domaine des equipes ont propose l'utilisation de 
lipides cationiques ayant une forte affinite pour les membranes cellulaires 
et/ou les acides nucleiques. En fait il a ete montre qu'une molecule d'acide 
nucleique elle-meme pouvait traverser la membrane plasmique de certaines 

15 cellules in vivo (WO 90/1 1092), I'efficacite etant d6pendante en particulier 
de la nature polyanionique de Tacide nucleique. Des 1989 (Feigner et at 
Nature 337 : 387-388) les lipides cationiques ont 6te proposes pour 
faciliter I'introduction de larges molecules anioniques, ce qui neutralise les 
charges negatives de ces molecules et favorise leur introduction dans les 

20 cellules. Differentes equipes ont developpes de tels lipides cationiques : ie 
DOTMA (Feigner et al., 1987, PNAS 84: 7413-7417), leDOGS ou 
Transfectam™ (Behr et al., 1989, PNAS 86 : 6982-6986), le DMRIE et le 
DORIE (Feigner et al., 1993 methods 5 : 67-75), le DC-CHOL (Gao et 
Huang 1991, BBRC 179 : 280-285), le DOTAP™ (McLachlan et al., 1995, 

25 Gene therapy 2 : 674-622) ou la Lipofectamine^'^, et les autres molecules 
decrites dans les brevets W091 16024, W09514651, WO9405624. 
D'autre groupes ont developpes des polymeres cationiques qui facilitent le 
transfert de macromolecules en particulier des macromoI6cules anioniques 
dans les cellules. Le brevet W095/24221 d6crit l'utilisation de polymeres 

30 dendritiques, le document WO96/02655 d^crit Tutilisation du 
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polyethyleneimine ou polypropyleneimine et les document US-A-5595897 
et FR 2719316, Tutilisation des conjugues polylysine. 

Etant donne que Ton souhaite obtenir in vivo une transformation 
ciblee vers un type cellulaire donne, il est evident que le vecteur utilise doit 
pouvoir etre lui-meme " cible " (comme decrit ci dessus). 

Le materiel biologique defini dans la presente invention peut etre 
administre in vivo notamment sous forme injectable. On peut egalement 
envisager une injection par voie epidermique, intraveineuse, intra-arterielle, 
intramusculaire, intracerebrale par seringue ou tout autre moyen equivalent. 
Selon un autre mode de realisation par administration orale ou tout autre 
moyen parfaitement connu de Thomme de I'art et applicable a la presente 
invention. L'administration peut avoir lieu en dose unique ou repetee, une 
ou plusieurs fois apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration 
et le dosage les mieux appropries varient en fonction de differents 
parametres tels que par exemple I'individu ou la maladie a traiter, du stade 
et/ou de revolution de la maladie, ou encore de i'acide nucleique et/ou de 
la proteine et/ou peptide et/ou molecule et/ou cellule a transferer ou de 
I'organe/tissus cible. 

Definitions : 

Par fragment d'anticorps on entend les fragments F(ab)2, Fab', 
Fab, sFv (Blazar et al., 1997, Journal of Immunology 159 : 5821-5833 ; 
Bird et al., 1988 Science 242 : 423-426) d'un anticorps natif, et par deriv6 
on entend, par exemple, un derive chimerique d'un tel anticorps (voir par 
exemple les chim^res des anticorps antiCD3 Souris/Homme dans Arakawa 
et al., 1996 J Biochem 120 : 657-662 ou les immunotoxines telles que 
sFv-toxine de Chaudary et al 1989, Nature 339 : 394-397). 

Par anticorps transmembranaire on entend un anticorps dont au 
moins la region fonctionnelle capable de reconnattre et de se fixer a son 
antigene sp6cifique est exprim6e k la surface des cellules cibles pour 



permettre lesdites reconnaissance et fixation. Plus particulierement, les 
anticorps selon la presente invention consistent en des polypeptides de 
fusion comprenant les amino acides definissant ladite region fonctionnelle 
et une sequence d'amino acides (polypeptide transmembranaire) permettant 
I'ancrage au sein de la double couche lipidique membranaire de la cellule 
cible ou a la surface externe de cette bi-couche. Les sequences nucleiques 
codant pour de nombreux polypeptides transmembranaires sont decrites 
dans la litterature. Selon un cas tout a fait avantageux, la sequence d'acide 
nucleique codant pour la chaine lourde de I'anticorps est fusionnee avec la 
sequence d'acide nucleique codant pour undit polypeptide 
transmembranaire. 

Par elements assurant I'expression d'un gene in vivo, on fait 
notamment reference aux elements necessaires pour assurer {'expression 
dudit gene apres son transfert dans une cellule cible. II s'agit notamment 
des sequences promotrices et/ou des sequences de regulation efficaces 
dans ladite cellule, et eventuellement les sequences requises pour 
permettre I'expression a la surface des cellules cibles dudit polypeptide. Le 
promoteur utilise peut etre un promoteur viral, ubiquitaire ou specifique de 
tissu ou encore un promoteur synthetique. A titre d'exemple, on 
mentionnera les promoteurs tels que les promoteurs des virus RSV (Rous 
Sarcoma Virus), MPSV, SV40 (Simian Virus), CMV (Cytomegalovirus) ou 
du virus de la vaccine, les promoteurs du gene codant pour la creatine 
kinase musculaire, pous I'actine. II est en outre possible de choisir une 
sequence promotrice specifique d'un type cellulaire donne, ou activable 
dans des conditions definies. La litterature procure un grand nombre 
d'informations relatives a de telles sequences promotrices. 

Par cellules effectrices cytotoxiques, on entend les 
macrophages, les astrocytes, les lymphocytes T cytotoxiques (TCL) qui 
expriment a leur surface les molecules CDS, et les cellules tueuses (NK) 
ainsi que leurs derives telles que par exemple les LAK (Versteeg 1992 



Immunology today 13 : 244-247 ;Brittende et a! 1996, Cancer 77 :1226- 
1243). Par 'lymphocytes T helper' on entend designer notamment les 
cellules exprimant a leur surface les molecules CD4 qui permettent apres 
activation la secretion de facteurs d'activation des cellules effectrices de la 
reponse immune. Les polypeptides et notamment les recepteurs exprimes a 
la surface de ces cellules et qui sont impliques dans I'activation de telles 
cellules consistent notamment en tout ou partie du complexe TCR 
comprenant les determinants Vb et/ou le CDS, tout ou partie des 
complexes CDS, CD4, CD28, LFA-1, 4-1 BB (Melero et al., 1998, Eur J 
Immunol 28 : 1116-1121), CD47, CD2, CD1, CD9, CD45, CD30, CD40, 
tout ou partie des recepteurs de cytokines (Finke etal., 1998, Gene therapy 
5 : 31-39), telles que IL-7, IL-4, IL-2, IL-15 ou GM-CSF, tout ou partie du 
complexe recepteur des cellules NK tel que par exemple NKAR, Nkp46, .. ; 
(Kawano et al., 1998 Immunology 95 :5690-5693 ; Pessino et a!., 1998 J 
Exp Med188 :953-960), Nkp44, tout ou partie des recepteurs de 
macrophages tels que par exemple le recepteur Fc (Deo et al., 1997, 
Immunology Today 18 : 127-135). 

Par efficacite therapeutique de maniere generale, on entend 
I'effet inhibiteur de Tactivite de type superantigenique telle que definie par 
les profils Vps de I'invention et la capacite d'inhiber et/ou de bloquer les 
interactions moleculaires et/ou immunologiques des Vps de I'invention 
conduisant a leur expansion ou diminution telle que decrite precedemment. 

Par surnageant ou fraction de surnageant on entend le 
surnageant ou une fraction de ce dernier jusqu'aux molecules, peptides 
et/ou proteines qu'ils compennent. 

Les experiences ont §t6 realisees a partir : 

- de cellules mononucle6es sanguines provenant de onze 
donneurs sains et purifiees sur un gradient de Ficoll. Le typage HLA DR de 
chaque donneur a 6t6 effectu6 au pr6alable. 



- (i) d'un pool de surnageants de culture concentre par 
ultracentrifugation (100 GOOg x 2 heures) de lymphocytes B humains 
provenant de patients SEP (LBSEP) ou de temoins non-SEP (LBTE), et (ii) de 
surnageant de culture de cellules de plexus choroides humains provenant 
d'un patient SEP (GRE) et d'un temoin non-SEP (LES). 

Exemple 1 : Preparation d'extraits de surnageants de culture de 
cellules provenant de patients atteints de SEP ou de temoins non SEP. 

Les protocoles de culture des cellules de plexus choroides ont 
ete decrits dans la demande de brevet PCT WO 93/201 88. 

1) Culture des cellules de plexus choroides. 

Les cellules de plexus choroides sent obtenues a partir 
d'explants preieves post-mortem et mis en culture, eventuellement apres 
dissociation mecanique et/ou enzymatique des tissus preieves. Les cellules 
qui proliferent dans la culture sont d'allure fibroblastique et correspondent a 
des cellules d'origine leptomeningees, parfois appelees "fibroblastes de 
plexus choroTdes". Elles peuvent etre cultivees pendant un certain nombre 
de passages et etre congelees lors de passages intermediaires et 
decongelees ulterieurement pour une nouvelle culture. 

Les cellules LES (temoin non-SEP) et GRE (SEP) ont ete 
decongelees puis remises en culture dans du milieu F-12 "complet" 
contenant : 

penicilline 200 U/ml 
streptomycine 20 mg/l 
L-glutamine 6 mM 
pyruvate de sodium 1 % 
acides amines essentiels 1%. 

anticorps anti-IFN leucocytaire (anti-interf6ron alpha 
polyclonal commercialism par Sigma) ajout6 a 10 U/ml final. 
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Ce milieu est supplemente de 30% de SVF (serum de veau 



foetal) decomplemente a 56°C pendant 30 min La culture cellulaire se fait 
dans une etuve a 37 °C humidifiee, en presence de 5% de CO2. Le 
changement du milieu s'effectue deux fois par semaine. Si les cellules 

5 adherentes sont a confluence dans le fond du flacon, la culture est 
dedoublee. Pour ce faire, le surnageant de culture (SC) est elimine et 
remplace par du milieu F12 complet-SVF 30% "frais". A Taide d^un 
grattoir, ou d'un melange trypsine-EDTA, les cellules sont decollees de la 
parol du flacon.* Puis, elles sont resuspendues soigneusement avant d'etre 

10 partagees dans deux flacons de culture. On dit que la culture est dedoublee ^ 
ou qu'elle a subi un passage. 

Les SC sont recueillis et congeles a -80°C pour 
Tultracentrifugation, apres elimination des debris cellulaires par 
centrifugation a 3000 tours/min pendant 30 min. Pour Tetude, un volume 

15 total de 400 ml environ a ete decongele, regroupe et homogeneise avant 
ultracentrifugation, pour cheque culture (SEP/GRE et NON-SEP/LES). 
2) Culture des lignees B lymphoblastoYdes. 

- Obtention de lymphocytes B a partir du sang peripherique et 
etablissement de lignees B lymphoblastoYdes immortalisees par TEBV (Virus 
20 d'Epstein Barr). ^ 



heparine dilue au demi avec du RPMI 1640 par centrifugation sur un 
gradient de Ficoll. Ms sont delicatement recueillis de Tanneau ainsi que des 
eventuels agr6gats cellulaires pouvant flotter juste au dessous de Tanneau. 
25 Les cellules sont alors lav6es deux fois dans du milieu RPMI 1640. Apres 
ces lavages, les cellules sont resuspendues a la concentration de 2x106 
cellules/ml dans du milieu RPMI 1640 contenant : 



Les lymphocytes humains sont isoles a partir de 50 ml de sang 



30 



penicilline 200 U/ml 
streptomycine 20 mg/1 
L-glutamine 6 mM 



pyruvate de sodium 1 % 
acides amines essentiels 1%. 

anticorps anti-IFN leucocytaire (anti-interferon alpha 
polyclonal-Sigma) ajoute a 10 U/ml final. 

5 Ce milieu est supplemente de 20% de SVF (serum de veau 

foetal) decomplemente a 56°C pendant 30 min. 

Les flacons de culture sont incubes dans des etuves a 37 °C 
dans une atmosphere humidifiee contenant 5% de CO2 apres avoir ajoute 
au milieu de culture, 1 ml de surnageant filtre de culture productive EBV 

10 B95-8 (soit 10^ particules virales EBV pour 4 a 5x10® lymphocytes totaux) 
en presence de 200 fj\ d'une solution de CSA-Sandoz (2 //g de CSA pour 4 
a 5x10® lymphocytes totaux) et ceci, jusqu'au premier changement de 
milieu de culture. Le changement du milieu de culture s'effectue deux fois 
par semaine. Les flacons sont entretenus pendant trois mois, au dela 

15 desquels, si aucune proliferation lymphocytaire n'a debute, le flacon est 
jete. Lorsque la proliferation cellulaire a commence dans un flacon, les 
cellules sont conservees dans le meme flacon jusqu'a ce qu'un nombre 
significatif de colonies proliferatives ferment des amas. Le "dedoublement" 
de la culture (passage ou repiquage) s'effectue apres dissociation 

20 mecanique des amas par pipetage et refoulement vigoureux. Les cultures 
ainsi obtenues correspondent a des lignees de lymphocytes B (lignees 
LymphoblastoTdes). Quatre lignees provenant de SEP certaines et deux 
lignees provenant de temoins non-SEP ont et6 obtenues dans ces 
conditions. 

25 - Congelation des cellules. 

Les cellules sont lavees dans du milieu RPMI-SVF 20%. Le culot 
repris dans du SVF (1 ml environ pour 8x10® cellules) est transf6r6 dans un 
cryotube pour la congelation. 200 jj\ d'une solution de SVF DMSO pr^paree 
a I'avance et conserv^e ^ -20°C sont ajout§s a la suspension cellulaire 

30 (concentration finale de DMSO =10%) qui est alors I6gferement vortex6e. 



Les cellules sont ainsi congelees a -80°C dans du coton carde, puis 
stockees le lendemain dans Tazote. 

- Decongelation et remise en culture des cellules congelees dans 

du DMSO. 

Les cellules decongelees a temperature ambiante sont lavees 
deux fois dans 10 ml de milieu RPMI-SVF 20% avant la remise en culture. 

Les quatre cultures SEP et les deux cultures temoins sont 
remises en culture en meme temps, avec les memes reactifs et les memes 
lots de milieux, mais cultivees dans des laboratoires de culture separes (P3 
et P2 respectivement). Les cultures individuelles ont ete menees en 
parallele pendant environ un mois, afin de recueillir un volume, apres pool 
des SC separes de chaque patient SEP et de cheque temoin, d'environ 600- 
800 ml de chaque type (LBSEP et LBTE). Ce volume a ete reuni par 
congelation systematique a - 80°C des surnageants preleves deux fois par 
semaine apres une pre-centrifugation a 1800 tours/min pendant 10 min. 
pour sedimenter et recuperer les cellules en suspension, suivie d'une 
deuxieme pre-centrifugation a 3000 tours/min pendant 30 min. pour 
eliminer les debris cellulaires. 

Les surnageants SEP et non-SEP ont et6 decongeles et 
regroupes separement et melanges (SEP = pool LBSEP et temoin = pool 
LBTE) avant ultracentrifugation (pools de 650 ml). Les culots 
d'ultracentrifugation d*un meme pool centrifuge apres repartition dans des 
tubes separes de 40 ml, ont aussi ete regroupes et m6lang6s avant 
aliquotage et congelation de I'extrait & tester, afin d'obtenir un extrait 
homogene sur tous les aliquotes d'une meme origine. 

3) Detection des mycoplasmes pouvant contaminer la culture. 

Un kit (Boehringer) base sur la technique ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) a ete utilise pour la detection de mycoplasmes afin 
de garantir Tabsence de contamination mycoplasmique dans les cultures. 



4) Obtention d'un concentrat de surnageant de culture par 
ultracentrifugation sur coussin de glycerol. 

Les surnageants decongeles et prealablement debarrasses des 
debris cellulaires sont transferes dans des tubes pour ultracentrifugation. 
Un coussin de glycerol (PBS - glycerol 30%) de quelques cm est alors 
depose dans le fond du tube. Apres deux heures d 'ultracentrifugation a 
100 000 X g (calcule au milieu du tube) a 4°C et deceleration lente 
(30 min.), le surnageant est elimine, le cuiot repris dans du tampon PBS 
avec 10% de glycerol, regroupe et homogeneise avec les culots des autres 
tubes du meme pool d'origine et le tout est aliquote sous 100 //I. Un aliquot 
sert pour le dosage d'activite transcriptase inverse (RT) et les autres sont 
conserves a -80°C. Les aliquots necessaires sont decongeles pour les 
tests sur cellules monucleees sanguines. 

Example 2 : Preparation de cellules mononucleees sanguines 
provenant de onze donneurs sains dont le typage HLA DR a ete etabli. 

Donneurs Typage HLA DR 

1- DR2-DR4 

2- DR1-DR1 DR1 

3- DR3-DR11 (5) 

4- DR13-DR8 

5- DR13(6)-DR14 DR6 

6- DR2-DR2 DR2 

7- DR3-DR12{5) 

8- DR3-DR7 

9- DR3-DR13 

10- DR4-DR5 

11- DR4-DR4 DR4 

Les cellules mononucl66es sanguines de 100 ml de sang, 
provenant des onze donneurs pr6cit6s, sont s6par6es des h6maties sur 



gradient de Ficoll (15 ml de Ficoll/25 ml de sang) par centrifugation 15 min. 
a 800 g. Les cellules sont ensuite lavees avec du milieu RPMI 1640 et 
recentrifugees dans les memes conditions avant d'etre aliquotees et 
congelees dans I'azote gazeux a la concentration finale de 2 x 10^ 
cellules/ml dans une solution de 90% de serum humain decomplemente et 
10% de DMSO 

Exemple 3 : Mise en culture de cellules mononucleees sanguines 
de donneurs sains. 

Apres decongelation rapide, les lymphocytes de donneurs sains 
(5 X 10® cellules) sont mis en contact 30 min. a 37°C avec 100^/1 de 
surnageants de culture concentres (i) de LBSEP ou de LBTE ou (ii) de GRE 
ou de LES. 

Apres mise en contact, les cellules sont resuspendues dans du 
milieu de culture (RPMI supplements de 10% de serum humain AB 
decomplemente et de gentamycine) et distribuees dans des cupules de 
plaques de culture a 24 puits a raison de 2 x 10^ cellules par ml. La 
viabilite des cellules et leur immunocompetence ont ete verifiees en 
introduisant en controle une activation par un mitogene classique (PHA a 
5/yg / 2 xlO® cellules). 

Exemple 4 : Analyse du repertoire Vp des lymphocytes CDS par 
immuno-d6tection . 

L'analyse du repertoire des CD3 a et6 rSallsSe en utilisant un 
anticorps anti-CD3 coupl6 a de I'lsothiocyanate de fluoresceine et 12 
anticorps anti-Vp couples a la biotine (Immunotech-Coulter-Beckman). Ces 
douze anticorps sont repertories dans le Tableau 1 ci-dessous. 



m • 



Tableau 1 



Ac anti- 

vp 


Reference 


Cible Sag 


Commentaires 


VP2 


IM 2081 


TSST-1 


10% de CD3 + PBL 


Vp3 


IM 21 09 


^ r~% 

SEB 




Vp5-1 


IM 2082 




4-7% de CD3 + PBL 


Vp7 


IM 2288 




1 .5-2.4 % de CD3-hPBL 
Superantigene diabete IDDM (Conrad 
et al., J Immunol, 1997) 


vps 


iivi 1 1 y 1 


SEE, N 

proteine 

rage 


2.6-5.1% de CD3-hPBL 

ouperaniigene rage tLaion ex ai., i\axure 

1992) 


Vp12 


IM 2019 


SEB (12a) 


1.1-1.9% de CD3-I-PBL 


Vp13-1 


IM 2021 


EBV 


1.8-3.3% de CD3-I-PBL 
Superantigene Epstein Barr (Sutkowski 
et al., J. Exp. Med. 1996 ) 




Vp14 


IM 2022 




2.2-5.6% de CD3 + PBL 


Vpl 6 


IM 2023 




1.1- 2 % de CD3-I-PBL 


Vp17 


IM 1 194 


MAM, 
SEB 


3.3-7% de CD3 + PBL 


VP21-3 


IM 2025 




2.2-3.6 % de CD3-I-PBL 


Vp22 


IM 2026 




2.4-5.1 % de CD3-I-PBL 



Apres 24 heures de culture, le contenu des cupules a ete cultive 
respectivement en presence de LBSEP, LBTE et PHA, ou GRE, LES, et PHA 
est recolte. Le surnageant est aliquote et conserve a -80°C pour la 
detection ulterieure de cytokines. Les cellules sont lavees dans du tampon 
phosphate, r6parties dans des microtubes et incubees avec un anticorps 
anti-CD3 marque a risothiocyanate de fluoresceine {0,5 jjg pour 5 x 10^ 
cellules ) et avec chaque anticorps anti-Vp biotinyle (1 jjg d'anticorps pour 
2x10^ cellules ), pendant 30 min a 4°C simultanement. Les cellules sont 
ensuite Iav6es dans du tampon phosphate et incubees 30 min a 4°C avec 
de la streptavidine couplee a la phycoerythrine (1 //I dans 50 jj\ de 
suspension cellulaire). A Tissue de ce temps d'incubation, les cellules sont 
lavees et resuspendues dans 250 fj\ de Cell Fix (nom commercial) avant 
d'etre analysees en cytofluorim^trie. L'immuno-fluorescence est mesuree a 
I'aide d'un cytofluorimetre FACSCALIBUR {nom commercial) equipe du 
logiciel CellQUEST II (nom commercial) (Becton-Dickinson). 



Pour chaque culture et chaque anticorps, les pourcentages de 
cellules exprimant un Vp particulier parmi les cellules CD3+ totales sont 
calcules. La taille des families est comparee dans les cultures activees par 
LBSEP, LBTE, LES et GRE). Une augmentation de 31% d'une famille Vp 
5 dans une culture LBSEP ou GRE par rapport aux temoins negatifs est 
consideree comme une augmentation significative. 

Example 5 : Protocole d'analyse du repertoire Vp des 
lymphocytes T par biologie moleculaire. 

10 Des extraits de surnageant de culture de cellules provenant de 

patients atteints de SEP ou de temoins non SEP sont prepares comme 
decrit dans I'exemple 1, et des cellules PBL de donneurs sains sont 
preparees comme decrit dans I'exemple 2. Les deux preparations sont 
mises en culture comme decrit dans I'exemple 3 et les cellules T sont 

15 recuperees avec les PBL de la culture. L'analyse du repertoire Vp du 
recepteur T present a la surface de ces cellules est realise par biologie 
moleculaire comme decrit ci-dessous : 

Les ARN totaux des cellules lymphoides recuperees sont extraits 
en utilisant des techniques conventionnelles d'extraction, bien connues de 

20 I'homme de Tart. Une transcription inverse est realisee; des ADN 
complementaires sont ainsi synthetises (par exemple en utilisant le kit RT- 
Expand, Roche). Puis on realise une amplification specifique d'une famille 
de transcrits Vp (TCRBV) en choisissant des primers specifiques de la 
famille Vb etudiee (par exemple en choisissant des primers decrits dans la 

25 Iitt6rature). (Lue C et aL, Am J Clin Pathol 1999 111: 683 ; Akatsuka Y et 
al.. Tissue Antigens 1999 53 : 122 ; Ryan DK et al., Mol Pathol 1997 50 : 
77 ; Lang R et aL, J Immunol Methods 1997, 203 : 181 ; Dreitz MJ et al.. 
Vet Immunol Immunopathol 1999 69: 113; Mima T et al., Biochem 
Biophys Res Commun 1999 263 : 172 ; Aifantis I et al.. Immunity 1998 

30 9 : 649 ; Deng X et al., J Biol Chem 1998 273 : 23709 ; Lobashevsky A 
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et al.. Transplantation 1 996 62 : 1 332 ; Hawke NA et al., J Immunol 1 996 
156: 2458; Lim SH et al., Cancer Immunol Immunother 1996 42: 
69).Des reactions d'extension des amplicons sont ensuite realisees en 
utilisant d'une part des oligonucleotides TCR-BC fluorescents, et d'autre 
part des oligonucleotides TCR-BJ fluorescents (13 J beta). Ces produits 
d'amplicons marques a la fluorescence presentent des tailles differentes du 
fait des rearrangements des genes specifiques de chaque clone T Vp « x » 
et sont analyses sur gel d'electrophorese, et la fluorescence associee a 
chaque bande sur le gel est lue et quantifiee a I'aide d'un Phosphorlmager. 

Ainsi on obtient des graphes dont le profit traduit Tamplification 
d'une famine de Vp presente a la surface des cellules T (figure 3). Lorsque 
ractivation de la cellule T est de type polyclonal, plusieurs pics sont 
observes sur un meme graphe, traduisant la presence de nombreuses 
molecules de la famille Vp a la surface des cellules T. 

Example 6 : Detection des cytokines produites. 

Les cytokines inflammatoires (IL-6, TNF-a et INF-y) ont ete 
mesurees a I'aide de kits ELISA d'immunocapture Optaiia (nom commercial) 
de Chez Pharmingen-Becton-Dickinson, sur plaques de titration de 96 puits 
selon les recommandations du fabricant, Une reference constituee d'une 
gamme de dilutions de cytokine recombinante de concentration connue (en 
pg/ml) est incluse sur chaque plaque d'essai. La densite optique est 
mesuree au spectrophotometre a la longueur d'onde 405 nm pour la lecture 
du chromogene ABTS (Boehringer Mannheim). La recherche des cytokines 
est effectuee dans 50 jj\ de surnageants de culture 24 heures apres la mise 
en contact pour 8 donneurs stimules avec LBSEP ou LBTE et dans les 
surnageants de cultures 24 heures et 72 heures apres la mise en contact 
pour 6 donneurs stimules avec LES ou GRE. 
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Les resultats sont exprimes en pg/ml de surnageant, 
correspondent a la production de 2 x 1 0 ^ cellules. 

Tableau 2 

\ 





LBSEP 


LBTE 


IL-6 {n = 6) 


714 


220 \ 


INF-7 (n = 3) 


716 


383 


TNF-a (n = 6) 


83 


54 



Exemple 7 : Estimation du pourcentage de cellules en apoptose. 

Le pourcentage de lymphocytes entres en apoptose a ete 
mesure dans les populations de PBL mises en culture pendant 24 heures 
avec LBSEP ou LBTE- pour 8 donneurs, d'une part, et dans les populations 
mises en culture avec LES et GRE pour 9 donneurs d'autre part. 

L'apoptose a ete estimee au cytofluorimetre en prenant en 
compte les caracteristiques de taille et de granulometrie existant entre les 
cellules vivantes et les cellules en apoptose, comme decrit pour les 
lymphocytes Jurkat (Thoulouze ef a/ J. Virol. 71, 7372-7380, 1997). 

Le pourcentage d'apoptose dans les cultures de lymphocytes 
stimules avec LBSEP est significativement superieur a cetui obtenu dans les 
cultures de lymphocytes stimulus par LBTE. (moyenne du pourcentage 
d'apoptose de 38,35 pour LBSEP centre 28% pour LBTE). 

Exemple 8 : Detection d'antlgenes viraux dans les cultures de 
lymphocytes. 

Deux melanges d'anticorps ont 6t6 utilises pour d^tecter la 
presence d'antigenes viraux dans les lymphocytes humains cultiv6s en 
presence d'extraits de SC de plexus choroTdes LES et GRE dans les memes 
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conditions que pour I'analyse de I'expansion des families TCR (recepteur 
des cellules T) Vp a ete realisee. 

On a realise (i) un premier pool (pool 1) d'anticorps polyclonaux, 
obtenus chez le lapin avec 1 /j\ de chacun des trois anticorps polyclonaux, 
et (ii) un deuxieme pool (pool 2) d'anticorps monoclonaux obtenus apres 
immunisation de souris avec 1 jj\ de chacun des trois anticorps 
monoclonaux,. Ces anticorps polyclonaux et monoclonaux sont diriges 
centre les proteines codees par les sequences env, gag et po/ de MSRV-1 
decrites dans les demandes de brevet WO-A-98/23755 et WO-A- 
99/02666. 

Des lymphocytes humains provenant de donneurs sains 
(10^ cellules par coloration) sont mis en contact 24 heures avec des 
surnageants ultracentrifuges de cellules de plexus choroTdes LES ou GRE. 
Les lymphocytes sont ensuite laves dans du milieu RPMI. Le culot cellulaire 
est repris dans 500 //I de tampon de fixation (tampon phosphate 3% de 
paraformaldehyde) et incube pendant 20 min. a 4°C. Apres deux lavages 
dans un tampon de permeabilisation (tampon phosphate contenant 1 % de 
serum de veau foetal, 0,1% d'azide de sodium, 0,1% de saponine), les 
cellules fix6es sont incub6es pendant 30 min. a 4®C avec 3 fjl de chacun 
des pools anti-MSRV-1, dans un volume final de 50 jj\ de tampon de 
permeabilisation. Apres un lavage dans du tampon de permeabilisation, les 
cellules incubees avec les anticorps anti-MSRV-1 du pool 1 sont incub6es 
30 min. a 4°C avec des anticorps biotinyl^s diriges contre les 
immunoglobulines de lapin (Byosis, dilution 1/2000), lav^es, puis incubees 
30 min. a 4^C avec de la strepavidine couplee a de risothiocyanate de 
fluor6sceine (Strep-FITC 1/50% Immunotech Coulter-Beckman). Les cellules 
incubees avec les anticorps anti-MSRV-1 du pool 2 sont incubees avec des 
anticorps couples a la biotine diriges contre les anticorps de souris 
(Amersham, 1/500), puis, apres lavage, avec de la Strep-FITC. Les cellules 
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resuspendues dans 250 //I de Cell-fix sont ensuite analysees par 
cytofluorimetrie. 

Exemple 9 : Analyse des repertoires Vp des lymphocytes CD3. 

L'analyse des repertoires des huit donneurs est realisee par 
double marquage sur des cellules mises en contact 24 heures, soit avec 
LBSEP, soit avec LBTE. Ces memes donneurs ont ete testes en presence de 
LES et GRE. 

Le pourcentage de cellules exprimant un Vp particulier parmi les 
lynnphocytes CDS dans les cultures de lymphocytes stimulees par LBSEP 
est compare a celui obtenu dans les cultures stimulees par LBTE. Les 
repertoires Vp utilises par deux donneurs (donneur 1 et donneur 5). en 
reaction a LBSEP (histogrammes sombres) et a LBTE (histogrammes clairs) 
sont presentes sur les Figures 1 (donneur 1 ) et 2 (donneur 5). Pour le 
donneur 1 , les pourcentages de Vp utilises pour repondre a LBSEP sont 
identiques a ceux utilises pour repondre a LBTE, a I'exception de Vp 7. En 
revanche, pour le donneur 5, le pourcentage de Vp 3 et de Vp 1 6 recrutes 
par LBSEP est different de ceux recrutes par LBTE (respectivement 8.2 et 
13.6 pour vp 3 et 2.1 et 4.2 pour Vp 16). 

Une augmentation de 31% d'une famille Vp par rapport au 
pourcentage obtenu dans les cultures de lymphocytes LBTE est consideree 
comme la marque d'une expansion significative d'une famille de Vp 
particulier par LBSEP. 



L'analyse comparative utilisant ce critere est presente dans le 
tableau 3 ci dessous. 
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Tableau 3 





HLA 


Vp2 


V(33 


Vp5 


Vp7 


VP8 


Vp12 


VP13 


Vp14 


VP16 


VP17 


Vp21 


VP22 


1 


DR 2/4 








X 


















4 


DR 1 3/8 












X 






X 








5 


DR 13/14 




X 














X 








7 


DR 3/12 




















X 






8 


DR 3/7 




X 














X 








9 


DR 3/13 










X 








X 








10 


DR 4/5 




X 








X 




X " 


X 






X 


1 1 


DR 4/4 


X 










X 






X 










% age 


12.5 


37,5 


0 


13 


13 


37.5 


0 


12.6 


75 


12.5 


0 


12.5 



Apres un contact avec les LBSEP, on observe que : 

75 % (6/8) des donneurs presentent une expansion de la fannille 

Vp 1 6, 

37,5 % (3/8) des donneurs presentent une expansion de la 
famille Vp 12, 

37,5 % (3/8) des donneurs presentent une expansion de la 
famille Vp 3, et 

12,5 % (1/8) des donneurs presentent une expansion de Tune 
des families Vp 2, 7, 8, 14, 17 ou 22. 

Les r^sultats obtenus avec les preparations LES et GRE peuvent 
etre illustr^s par I'analyse des repertoires obtenus avec les donneurs 10 et 
11. GRE induit {'expansion de Vp 16. Les expansions obtenues avec GRE 
sent du meme ordre et de meme nature que celles obtenues avec LBSEP. 
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L'expansion Vp 16 n'est pas liee a la presence d'un DR 
particulier, puisqu'elle peut etre obtenue aussi bien dans un environnement 
DR3 que DR4, DR5, DR8, DR13 ou DR14, c'est a dire avec 6 des 8 
haplotypes exprimes par les 6 donneurs. 

LBSEP n'induit generalement chez les donneurs l'expansion 
majoritaire que d'une ou deux families Vp, sauf dans deux cas : un donneur 
presente a la fois une expansion des Vp 3,12,14,16 et 22, un autre a la 
fois de vp 12 et Vp 16. Les haplotypes de ces deux donneurs sont DR4/4 
et DR4/5 respectivement. 



Exemple 10 : Analyse du repertoire Vp des lymphocytes T par 
biologie moleculaire. 

L'experimentation est realisee comme decrite dans I'exemple 5. 
Des cellules PBL de donneurs sains differents (donneur 7, 14, 19 et 18) 
15 sont recuperees et mises en contact avec des culots centrifuges de 
surnageants de cellules 8 issues de patients SEP ou d'individus sains. Des 
amplification du determinant Vpi6 ou Vp17 sont realisees (voir figures 4A 
et 48). 

Amplification du determinant Vpi6 
20 A : Donneur sain 7 et cellules B de temoin sains 

B : Donneur sain 7 et cellules B de patients SEP 
C : Donneur sain 14 et cellules B de patients SEP 
D : Donneur sain 14 et milieu de culture 
E : Donneur sain 1 9 et cellules B de patients SEP 
25 F : Donneur sain 1 9 et cellules d'individu sain 

G : Donneur sain 19 et milieu de culture 
H : Donneur sain 1 8 et cellules 8 de patient SEP 
I : Donneur sain 1 8 et cellules d'individu sain 
J : Donneur sain 18 et cellules d'individu sain 
30 Amplification du determinant Vb17 



A : Donneur sain 17 et cellules B de patient SEP 
B : Donneur sain 1 7 et cellules B d'individu sain 
C : Donneur sain 17 et milieu de culture 

Les graphes nous montrent que nous avons un profil different 
de la meme famille de Vp16, voire \/p17 amplifiee apres incubation avec 
les cellules B de patients SEP ou avec les cellules B d'individu sain, pour un 
meme donneur sain de PEL. Ces profils sont polyclonaux. Cela traduit bien 
Tactivation polyclonale des cellules du donneur sain apres une incubation 
avec des culots concentres de surnageants de cellules B de patients SEP, 
differente de celle avec des culots concentres de surnageants de cellules B 
d'individu sain. Cette activation polyclonale traduit la presence d'un ou 
plusieurs superantigene(s) ou superantigene-like dans les culots concentres 
de SEP. Cette analyse par biologie moleculaire de I'expansion des cellules T 
de determinant Vb16 suite a I'incubation en presence de culots concentres 
de SEP confirme Tobservation realis^e apres analyse par immuno-detection 
en detectant directement les determinants Vps membranaires par des 
anticorps specifiques, comme decrit dans I'exemple 9. 

Example 1 1 : Mise en evidence de Texpansion ou de la parte 
des lymphocytes porteurs de Vp associee a la SEP. 

Des suspensions de PBL 'Peripheral Blood Lymphocytes' 
pr6lev6s a partir de donneurs sains (donneurs 5, 7, 14, 15, 19) sont mis en 
contact avec des culots concentres de surnageants de lignSes cellulaire B 
(ACX, FEX, BUX) 6tablies a partir de pr^levements sanguins de patients 
SEP, comme decrit dans I'exemple 3. En paralldle ces suspensions sont 
mises en contact avec des culots concentres de surnageants de lign^es 
cellulaires B (T8, T9) 6tablies a partir de pr§levements sanguins de patients 
sains. Apres incubation, le repertoire Vp des cellules CD3 est analyst par 



immuno-detection comme decrit dans I'exemple 4. Une proliferation 
majeure des cellules T presentant le determinant Vp 16 est observee, ainsi 
qu'une proliferation de cellules T avec Vp 7, 14, 17 (tableau 4); ainsi 
comme decrit precedemment, une activite superantigenique est mise en 
evidence induite par les culots concentres de surnageants de lignees B 
issues de patients SEP. Les pourcentages de proliferation des cellules T in 
vitro est estime comme decrit precedemment. Parallelement, il est 
clairement montre dans cet exempie, qu'il peut y avoir egalement, avec des 
donneurs sains differents, une diminution des sous populations de cellules 
T portant ces memes Vps 16, 7, 14, 17 pour d'autres donneurs. Cette 
diminution peut refleter une mise en anergie ou en apoptose des cellules 
suite a I'effet superantigenique induit par les culots concentres de 
surnageants cellulaires issus de patients SEP. II est a noter que 100% des 
suspensions PBL saines testees repondent soit par une expansion cellulaire 
soit par une diminution du nombre de cellules T presentant le determinant 
Vb16, suite a une incubation avec les culots concentres de surnageants de 
cellules B issues de patients SEP, et possedant une activite 
superantigenique. 

Les resultats sont pr6sentes dans le tableau ci-dessous 



Tableau 4 



Donneur 


HLA DR 


VP2 


Vp7 


Vp14 


Vpi6 


Vpi7 


5 


13/14 


+ 7.6 


- 38 


- 28 


- 49 


- 31 


7 


3/12 


- 6 


- 21 


+ 37 


+ 315 


- 24 


14 


4/14 








+ 37 


+ 5,13 


15 


3/13 


+ 11 


- 24 


+ 65 


- 72 


- 2 


19 


4/15 








+ 56 






Exemple 12 : Stimulation de la production de cytokines. 

Les cultures de lymphocytes stimules par LBSEP se distinguent 
par des productions significativement superieures d'IL-6 et d'INF-y 
comparees a celles stimulees par LBTE. Les titres de TNF-a sont tres 
faibles en revanche et equivalents pour les deux types de cultures. Les 
resultats, exprimes en pg/ml de culture correspondent a 2 xlO cellules. 
Ces resultats sont presentes dans le tableau 5. 



Tableau 5 





LBSEP 


LBTE 


IL-6 (n = 6) 


714 


220 


INF-y (n = 3) 


716 


383 


TNF-a (n = 6) 


83 


54 



Exemple 13 : Detection d'antigenes viraux dans les cultures de 
lymphocytes. 

La presence d'antigenes r^troviraux specifiques a et6 recherchee 
a {'aide des deux pools d'anticorps diriges centre des proteines de MSRV-I . 
Les resultats d'immunofluorescence sur les cultures inocul^es avec du SC 
ultracentrifuge de LES ou GRE, obtenus avec les deux pools (pool 2 = 
monoclonaux de souris, pool 1 =polyclonaux de lapin) sont pr6sent§s dans 
la table 4 pour les donneurs 10 et 11. Les chiffres repr^sentent les 
pourcentages de cellules presentant des intensites de fluorescence 
comprises entre les canaux 1 00 et 1 000. 



Tableau 6 





Donneur 1 0 


Donneur 1 1 




LES 


GRE 


LES 


GRE 


Pool 1 


0.6 


22.6 


0.4 


4.76 


Pool 2 


7.1 1 


30.77 


0.12 


4.69 



Les resultats sont presentes comme des pourcentages de 
population exprimant une intensite de fluorescence comprise entre les 
canaux 100 at 1000. 

L'expansion, parallele a ces resultats concernant les antigenes 
MSRV-I, d'un nombre restreint de families Vp chez une majorite de 
donneurs en I'absence de restriction HLA indique que la reponse 
s'apparente a une reponse de type superantigene. La production de 
cytokines de type inflammatoire {IL-6, IFN-y) conforte Texistence d'un 
environnement favorable au recrutement lymphocytaire. 

L'absence de production de TNF-a est un argument en faveur de 
I'absence de contamination par des superantigenes bacteriens ou du LPS. 

Exemple 14 : Production d'antlcorps monoclonaux. 

La production d'antlcorps monoclonaux par ascite impose une 
compatibilite du systeme H-2 entre I'hybridome et la souris productrice. 
Des souris femelles Balb/c, agees de 6 semaines, subissent une injection de 
0.5ml de Pristane (2-6-10-14 acide t6tramethylpentadecane) dans leur 
cavit6 p6ritoneale, pour la production d'ascite (Porter et al., 1972). Une 
semaine a 10 jours plus tard, 5.10® a 10.10® hybridomes dilues dans 
environ 0.5ml de tampon sterile NaCI 0.1 45M, Na2HP04 10 mM, KCL 2.7 
mM, KH2P04 1 .5 mM a pH 7.4. sont inject^s par voie intrap6riton6ale. 
L'ascite apparait une a deux semaines plus tard. Les liquides d'ascites 



presents dans la cavite peritoneale sont alors recueillis avec una seringue 
apres incision du peritoine. Le liquide recueilli est centrifuge a 3000g 
pendant 1 5 minutes a temperature ambiante, f iltre sur gaze pour eliminer le 
gras, puis tamponne en.ajoutant 1/20^^"^ de son volume de tris-HCL 1M a 
pH 8.0. Cette methode permet d'obtenir des quantites d'anticorps 10 fois 
superieures a celles obtenues par culture d'hybridomes. 

Les immunoglobulines presentes dans le liquide d'ascite sont 
relarguees par les sels (sulfate d'ammonium ou sulfate de sodium). Le 
liquide d'ascite est precipite par le sulfate d'ammonium 40%. Apres 20 
minutes au froid la solution est centrifugee 15 minutes 8000g a 4°C. Le 
precipite est lave et resuspendu a froid dans une solution de sulfate 
d'ammonium 40% puis de nouveau centrifuge. Le nouveau precipite enrichi 
en IgG est remis en solution dans du tampon PBS et dialyse la nuit centre 
le tampon Tris-HCI 25 mM, NaCI 150 mM pH 7.4. Parallelement une 
colonne d'agarose-Proteine A (ou proteine G) (commercialisee sour forme 
lyophilisee, Pierce) est lavee extensivement avec le tampon Tris-HCI 25 
mM, NaCI 150mM pH7.4. La solution enrichie en IgG est depose sur la 
colonne puis la colonne est lavee. Les IgG retenues par la colonne sont 
eluees a pH acide (glycine 200 mM pH 2.8). Les fractions eluees sont 
neutralisees avec un volume de Tris-Base 1 M pH 10.5. Le contenu en 
immunoglobulines de chaque fraction recueillie est quantifiee par lecture 
d'absorbance a 280 nm (e 1%,1cm = 14.0 Prahl et Porter 1968). Les 
fractions riches sont poolees. Le degr6 de purification des IgGs poolees est 
analyse par electrophorese en gel d'acrylamide en presence de SDS. Les 
IgGs purifi6es sont dialys6es une nuit centre le tampon Tris-HCI 25 mM, 
NaCI ISOmM pH7.4, filtrees sterilernent, aliquotees et conservees a -20°C. 
Leur concentration finale est d6terminee par lecture de Tabsorbance a 280 
nm ou par dosage micro-BCA. 

Mais, il est a la port6e de Thomme du metier de definir d'autres 
protocoles pour la production d'anticorps monoclonaux, par exemple ^ 
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partir des techniques decrites par Kohler et Milstein et par Galfre G. et al. 
precedemment cites ou des techniques derivees de celles ci. 

Example 15 : Mesure de I'activite des cellules T par proliferation 
cellulaire (Sredni et a!., 1 981 ). 

Les cellules T sent lavees deux fois en milieu de culture pour 
eliminer toute trace d'iL2 presente dans le milieu initial de culture. Des 
lymphocytes B (EBV-LCL) ou des monocytes/macrophages pris comme 
cellules presentatrices de I'antigene, sont irradiees a 10000 rads, lavees 
deux fois avec du milieu de culture (RPMI). 2.10"^ cellules T (2.10^ cellules 
/ml) et 2.10'* cellules B autologues irradiees (2.10^ cellules /ml) sont 
incubees ensemble en presence d'une gamme de concentration croissante 
de I'antigene sous un volume final de 200 /yl dans des micropuits. Apres 48 
heures de culture a 37 1 fjC\ de 3H- thymidine dans 50 /vl de milieu 
RPMI est ajoute dans chaque puits. Les cellules T, seules a se divisor, 
incorporent la thymidine tritiee dans I'ADN. Apres 18 heures de culture, les 
cellules de chaque micropuits sont recoltees sur des pastilles de laine de 
verre par aspiration. Apres lyse osmotique des cellules, la radioactivite 
incorporee dans I'ADN est absorbee sur les pastilles (cell Harvester 530, 
Inotech). dhaque pastille sechee est placee dans un tube plastique qui 
contient 2 ml de scintillant ; la radioactivite b adsorbee sur chacune des 
pastilles est quantifiee dans un compteur beta a scientillation liquide (LKB 
Rackbeta 1217). Les resultats sont exprimes comme moyenne arithmetique 
de cpm /culture ('coups par minute'). 

Example 16 : Protocole de detection de rassociation entre 
peptides et molecules d'histocompatibilite (approche ARC transform^es par 
un peptide se fixant aux molecules du CMHI ou CMHIl) 

1) Materiel (exemple pour la molecule du CMHI): 



Les sources de molecules d'histocompatibilite sont actuellement 
de deux types principaux : les cellules mutantes et les molecules 
d'histocompatibilite purifiees. 

La cellule mutante utilisee est la cellule humaine T2 qui et un 
variant de la lignee Tl produite par fusion du lymphome T CEM et du 
lymphome B 721.174 (Salter and Cresswell Embo J 1986, 5: 943-949). 
Cette cellule qui est depourvue de transporteurs de peptides contient des 
chaines lourdes de molecules de classe I libres de peptides qui vont pouvoir 
accepter de peptides exogenes. 

Des molecules d'histocompatibilite de classe I purifiees par 
chromatographie d'affinite a partir de lignees de cellules B humaines 
transformees par I'EBV peuvent etre egalement utilisees. Dans ce cas les 
peptides endogenes doivent etre elimines par un traitement avec de 
I'ureel .5 M et de la soude 1 2.5 mM (pH 1 1 .7) pendant 1 heure a 4°C,suivi 
de leur elimination par une colonne de desalage (PDLO, Pharmacia). Les 
molecules d'histocompatibilite sont immediatement remises en presence 
des peptides a tester dans un tampon PBS avec 0.05% Tween 20, 2 mM 
EDTA, 0.1% NP40 et6mM CHAPS, en presence de 2//g/ml B2m pour 
faciliter la reassociation (Gnjatic et al., Eur J Immunol 1995 25 : 1638- 
1642). Les peptides testes ont en general 8 a 10 residus, parfois 11 ou 12. 
lis ont 6te synthetises par Neosystems (Strasbourg), ou par Chiron 
mimotopes (Victoria, Australie). Us sont utilises a des concentrations 
variant de 100/vM aO.1 nM. 

2) Protocole de ['assemblage (Connan et al., Eur J Immunol 
1994, 24 : 777 ; Couillin et al. Eur J Immunol 1995, 25 : 728-732), 

Des aliquotes de 8.10^ cellules dans un volume de 64 
repartis dans des tubes microfuge Eppendorf, sont mis en presence d'un 
tampon de lyse contenant 10 mM PBS, pH 7.5 1% NP40, des inhibiteurs 
de proteases (1 mM PMSF, 100 /vM iodoacetamide, 2 /jg /ml aprotinine, 10 
jjM leupeptine, 10 fjM pepstatine et 10 //g/ml inhibiteur de trypsine). La 



lyse se fait en presence des peptides a tester pendant 30 minutes ou 1 
heure a 37 °C. Apres elimination du materiel non solubilise par une 
centrifugation a 15 000 tours /minute a 4°C, le surnageant et addrtionne 
de 140 //I de PBS contenant 0.05% de Tween 20, 3 mM d'azide de 
sodium, 1 mM PMSF et 10 mg /ml d'albumine bovine. Chaque echantillon 
est incube pendant 20 heures a 4°C dans 2 puits d'une plaque a 
microtitration de type Nunc,Maxisorb, prealablement recouverts d'un 
anticorps monoclonal (10 //g /ml en PBS) qui reconnaTt les molecules 
d'histocompatibilite ayant une(des) conformation(s) conforme(s) pour la 
presentation de peptides et semblable(s) a celle(s) presente(s) a la surface 
des cellules. La plaque recouverte d'anticorps est prealablement saturee par 
de Talbumine bovine a 10 mg /ml dans du PBS-Tween avant la mise de 
I'echantillon. Le second anticorps permet la detection de I'assemblage des 
molecules d'histocompatibilite ciblees. II est couple soit a la biotine (NHS- 
LC biotin. Pierce) soit a la phosphatase alcaline {P-552, Sigma) et est 
incube pendant une heure a 37°C. Dans le cas de I'emploi de la biotine, 
une incubation de 45 minutes a 20-25 °C avec de la streptavidine couplee a 
la phosphatase alcaline (E-2636, Sigma) est realisee. L'activite de la 
phosphatase alcaline est mesuree en utilisant comma substrat le 4-methyl- 
umbelliferyl-phosphate (M-8883, Sigma) a 100 //M dans de la 
diethanolamine 50 mM, pH 9.5 avec du MgCI2 1 mM. La lecture est faite a 
340/460 nm a I'aide d'un cytofluorimetre. 

3) Stabilite des complexes HLA/peptides : 

La stabilite des complexes pr^cit^s a ^te Studi^e car elle 
conditionne la bonne presentation de I'antigene et Tinduction de la reponse 
T. A cet effet a 6t6 utilise soit du HLA purifie, soit le lysat de la cellule. 
Avec le HLA purifi6, les peptides endogenes ont 6x6 6limin6s comme d6crit 
en 2) puis mis en presence du peptide a tester en tube Eppendorf a 37 °C, 
pendant des temps variables de quelques minutes a plusieurs jours. La 
phase suivante d'incubation sur plaque de 96 puits (comme d6crit en 2) 



avec I'anticorps anti-HLA se fait pendant une heure a 37 ^C. La revelation 
est effectuee de maniere classique. Avec le lysat de la cellule, toutes les 
incubations sont egalement faites a 37 °C, apres ajout de tous les 
inhibiteurs de proteases. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de detection d'une activite superantigenique dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce que I'on met en evidence une 
expansion nnajoritaire de lymphocytes porteurs d'un determinant Vp16 
et/ou Vpi7 ou une perte majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vpl 6 et/ou Vpl 7. 

2. Procede de detection selon la revendication 1, caracterise en 
ce que Ton met en evidence une expansion majoritaire de lymphocytes 
porteurs d'un determinant Vpi6. 

3. Procede de detection selon la revendication 1, caracterise en 
ce que Ton met en evidence une perte majoritaire de lymphocytes porteurs 
d'un determinant Vpl 6. 

4. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que I'on 
met en evidence une expansion majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vpl 6 et une co-expansion de lymphocytes porteurs de Vps 
choisis parmi au moins Tun quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 
22 et preferentiellement des Vps 3 et 12. 

5. Precede selon la revendication 3, caract^risS en ce que I'on 
met en evidence une perte majoritaire de lymphocytes porteurs d'un 
determinant Vpl 6 et d'une co-diminution de lymphocytes porteurs de Vps 
choisis parmi au moins Tun quelconque des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 
22, de pr6f6rence au moins I'un quelconque des Vps 7, 1 4 et 1 7 et 
avantageusement des Vps 7 et 1 7. 
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6. Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que rechantillon biologique provient d'un patient atteint 
d'une maladie auto-immune, en particulier la sclerose en plaques. 

7. Procede de detection d'une activite superantigenique selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que : 

(I) on preleve un surnageant de culture de cellules mononucleees 
sanguines ou de cellules de plexus choroVdes ou de cellules 
leptomeningees, lesdites cellules provenant de patients atteints d'une 
maladie auto-immune ou suspectes d'avoir un risque de developper la 
maladie, en particulier la sclerose en plaques, ou d'une lignee cellulaire 
etablie, telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a 
I'ECACC le 22 juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee 
a I'ECACC le 8 janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement 
aux dispositions du Traite de Budapest, et 

(II) on met en contact ledit surnageant de culture ou une partie 
du surnageant de culture avec une serie de cultures, de preference au 
moins trois, de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs 
sains, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventuellement une co- 
expansion ou ladite perte et Eventuellement co-diminution des cellules 
mononucleees sanguines de I'etape (ii). 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que les 
cellules mononucleees sanguines provenant de patients atteints de SEP 
sont choisies parmi les monocytes et les lymphocytes B et les cellules 
mononucl66es sanguines provenant de donneurs sains sont choisies parmi 
les lymphocytes T. 
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9. Precede de detection d'une activite superantigenique selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que : 

(i) on preleve des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints d'une maladie auto-immune ou de 
patients suspectes d'avoir un risque de developper une maladie auto- 
immune, en particulier la SEP, et d'individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant des patients ou d'individus sains avec des surnageants de 
culture ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi 
les cellules mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroYdes et les 
cellules leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, 
telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a TECACC le 22 
juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 
janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement aux dispositions 
du Traite de Budapest, et 

(iii) on detects ladite expansion et eventuellement co-expansion 
ou ladite perte et eventuellement co-diminution a partir des cellules 
mononucleees sanguines de I'etape (i). 

10. Precede selon les revendications 7, 8 et 9, caracterise en ce 
que ladite expansion et eventuellement co-expansion est mise en evidence 
par utilisation de ligands, chaque ligand etant specifique d'un determinant 
choisi parmi les Vps 16, 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, de preference des 
Vps 1 6, 3 et 1 2, et en ce que ladite perte et eventuellement co-diminution 
est mise en Evidence par utilisation de ligands, chaque ligand etant 
specifique d'un determinant choisi parmi les Vps 16, 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 
et 22, de preference les Vps 16, 7, 14 et 17. 
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11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
ligand est un anticorps, de preference un anticorps monoclonal ou un 
fragment d'anticorps. 

12. Procede selon la revendication 7, 8 et 9, caracterise en ce 
que pour mettre en evidence ladite expansion et eventuellement co- 
expansion ou ladite perte et eventuellement co-diminution on realise 

(i) une extraction des ARN totaux des cellules mononucleees 
sanguines mises en presence de surnageant ou d'une fraction de 
surnageant de culture SEP et en presence de surnageant ou d'une fraction 
de surnageant de culture temoin, 

(ii) une transcription inverse desdits ARN, 

(iii) une amplification specifique de chaque famille de Vps a 
I'aide d'un couple d'amorces determine, 

(iv) un marquage par tout marqueur approprie des produits 
d'amplification obtenus, 

(v) une electrophorese desdits produits d'amplification et 
analyse des profils d'electrophorese obtenus, a Taide d'un detecteur 
approprie. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que les 
cellules mononucleees sanguines provenant de patients atteints de SEP 
sont choisies parmi les lymphocytes. 

14. Proced6 de detection d'un etat pathologique ou d'une 
predisposition a un 6tat pathologique dans un echantillon biologique 
caracteris6 en ce que Ton met en evidence au moins I'un des parametres 
suivants : 

une activity superantigenique, telle que definie selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 1 3, 



une stimulation de la production de cytokines, telles que riL-6 

et INF-y 

une induction d'apoptose cellulaire, 

15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que 
Ton detecte au moins deux des parametres en association. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que 
Ton detecte une activite superantigenique et une induction d'apoptose ou 
une activite superantigenique et une stimulation de la production de 
cytokines. 

17. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que 
Ton detecte les trois parametres en association. 

18. Procede selon la revendication 7, 8 et 9, caracterise en ce 
que I'etat pathologique est associe a une maladie auto-immune, telle que la 
sclerose en plaques. 

19. Procede selon Tune des revendications precedentes, 
caracterise en ce que Tactivite superantigenique est induite directement ou 
indirectement par un agent effecteur choisi parmi les proteines et/ou les 
microorganismes et/ou les agents pathogenes. 

20. Proced6 selon la revendication 19, caracterise en ce que le 
micro-organisme est choisi parmi les bact6ries et les retrovirus, en 
particulier le retrovirus est MSRV-1 et I'agent pathogene est MSRV-2. 

21. Proc6d6 de detection d'une activity superantigenique dans 
un echantillon biologique de patients atteints de sclerose en plaques. 



caracterise en ce que Ton met en evidence une expansion majoritaire de 
lymphocytes porteurs d'un determinant Vp7 ou une perte majoritaire de 
lymphocytes porteurs d'un determinant Vp7. 

22. Precede selon la revendication 21, caracterise en ce que : 

(i) on preieve un surnageant de culture de cellules mononucleees 
sanguines ou de cellules de plexus choroTdes ou de cellules 
leptomeningees, lesdites cellules provenant de patients atteints d'une 
maladie auto-immune ou suspectes d'avoir un risque de developper la 
maladie, en particulier la sclerose en plaques, ou d'une lignee cellulaire 
etablie, telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a 
I'ECACC le 22 juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee 
a I'ECACC le 8 janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement 
aux dispositions du Traite de Budapest, et 

(ii) on met en contact ledit surnageant de culture ou une partie 
du surnageant de culture avec une serie de cultures, de preference au 
moins trois, de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs 
sains, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventueliement une co- 
expansion ou ladite perte et eventueliement co-diminution des cellules 
mononucl66es sanguines de I'etape (ii). 

23. Proc6d6 selon la revendication 22, caract6ris6 en ce que les 
cellules mononucleees sanguines provenant de patients atteints de SEP 
sont choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes et les cellules 
mononucleees sanguines provenant de donneurs sains sont choisies parmi 
les lymphocytes T. 

24, Proc6d6 selon la revendication 21, caracteris6 en ce que : 



(i) on preleve des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients atteints d'une maladie auto-immune ou de 
patients suspectes d'avoir un risque de developper une maladie auto- 
immune, en particulier la SEP, et d'individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant des patients ou d'individus sains avec des surnageants de 
culture ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi 
les cellules mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroides et les 
cellules leptomeningees, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, 
telles que les cellules des lignees cellulaires PLI-2 deposee a I'ECACC le 22 
juillet 1992, sous le numero 92072201 et LM7PC deposee a I'ECACC le 8 
Janvier 1993, sous le numero 93010817, conformement aux dispositions 
du Traite de Budapest, et 

(iii) on detecte ladite expansion et eventuellement co-expansion 
ou ladite perte et eventuellement co-diminution a partir des cellules 
mononucleees sanguines de I'etape (i). 

25. Procede selon la revendicatlon 21, caracterise en ce que 
Ton met en 6vidence I'activite superantigenique selon un protocole tel que 
decrit dans les revendications 10 a 12 en utilisant un ligand ou une 
amplification associ^e a une electrophorese. 

26. Procede d'evaluation de I'efficacite d'un agent ou d'une 
composition pour inhiber une activite superantigenique dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce que 

i) on preleve un surnageant de culture de cellules mononucleees 
sanguines ou de cellules de plexus choroides ou de cellules 
leptomeningees, lesdites cellules provenant de patients atteints d'une 
maladie auto-immune, en particulier la SEP, ou de cellules d'une Iign6e 
cellulaire 6tablie, telles que les cellules des lignees PU-2 et LM7PC, 



(ii) on met en contact ledit surnageant ou une partie du 
surnageant de culture avec une serie de cultures, de preference au moins 
trois, de cellules mononucleees sanguines provenant de donneurs sains en 
presence dudit agent ou de ladite composition a des doses predeterminees, 
et 

(iii) on detecte I'inhibition de ladite expansion et eventuellement 
co-expansion ou I'inhibition de ladite perte et eventuellement co-diminution 
des lymphocytes porteurs d'au moins un determinant choisi parmi les Vps 
16, 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, en particulier les Vps 16 et/ou 17, les Vps 
16, 3 et 12 ou les Vps 16, 7, 14, et 17, en particulier les Vps 16, 7 et 17, 
par utilisation d'un ligand comme decrit dans les revendications 10 et 11 
ou d'une amplification associee a une electrophorese comme decrit dans la 
revendication 1 2. 

27. Procede d'evaluation de refficacite d'un agent ou d'une 
composition pour inhiber une activite superantigenique dans un echantillon 
bioiogique, caracterise en ce que 

(i) on preleve des cellules mononucleees sanguines, lesdites 
cellules provenant de patients attaints d'une maladie auto-immune ou 
suspectes d'avoir un risque de developper la maladie, en particulier la SEP 
et d'individus sains, 

(ii) on met en contact lesdites cellules mononucleees sanguines 
provenant de patients ou d'individus sains avec des surnageants de culture 
ou une fraction de surnageant de culture de cellules choisies parmi les 
mononucleees sanguines, les cellules de plexus choroTdes, les cellules 
leptomening6es, les cellules issues de lignees cellulaires etablies, telles que 
les cellules des lignees cellulaires PLI-2 et LM7PC, et 

(iii) on d6tecte I'inhibition de ladite expansion et eventuellement 
co-expansion ou Tinhibition de ladite perte et eventuellement co-diminution 
a partir des cellules mononucleees sanguines de Tetape (i), en presence 
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dudit agent ou de ladite composition a des doses determinees, des 
lymphocytes porteurs d'au moins un determinant choisi parmi les Vps 16, 
2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22, en particulier les Vps 16 et/ou 17, les Vps 16, 
3 et 12 ou les Vps 16, 7, 14, et 17, en particulier les Vps 16, 7 et 17, par 
utilisation d'un ligand comme decrit dans les revendications 1 0 et 11 ou 
d'une amplification associee a une electrophorese comme decrit dans la 
revendication 12. 

28. Procede selon Tune des revendications de 26 et 27, 
caracterise en ce que les cellules proviennent d'un patient atteint d'une 
maladie auto-immune, en particulier de sclerose en plaques. 

29. Procede selon les revendications 26 a 28, caracterise en ce 
que les cellules mononucleees sanguines provenant de patients atteints de 
SEP sont choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes. 

30. Procede d'evaluation de Tefficacite prophylactique et/ou 
therapeutique d'un agent ou d'une composition vis-a-vis d'un etat 
pathologique, et/ou d'une predisposition a un etat pathologique, caracterise 
en ce que Ton met en evidence une inhibition d'une activite 
superantigenique dans un echantillon biologique comme decrit dans les 
revendications 26 a 29. 

31. Proced6 selon la revendication 30, caracterise en ce que 
Ton met en Evidence I'inhibition de la perte majoritaire de lymphocytes 
porteurs d'un determinant Vpi6 et de la co-diminution de lymphocytes 
porteurs de Vps7 et 1 7. 

32. Proc6d6 selon la revendication 30, caract6ris6 en ce que 
I'on met en evidence ['inhibition de Texpansion majoritaire de lymphocytes 
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porteurs d'un determinant Vp16 et de la co-expansion de lymphocytes 
porteurs de Vps 3 et 12. 

33. Procede selon Tune des revendications de 31 et 32, 
caracterise en ce que les cellules proviennent d'un patient atteint d'une 
maladie auto-immune, telle que la sclerose en plaques. 

34. Procede selon les revendications 30 a 33, caracterise en ce 
que les cellules mononucleees sanguines provenant de patients attaints de 
SEP sont choisies parmi les lymphocytes B et les monocytes. 

35. Procede d'evaluation de I'efficacite prophylactique et/ou 
therapeutique d'un agent ou d'une composition vis-a-vis d'un etat 
pathologique, et/ou d'une predisposition a un etat pathologique, caracterise 
en ce que I'on met en evidence une inhibition d'une activite 
superantigenique dans un echantillon biologique comme decrit dans les 
revendications 30 a 34. 

36. Composition a usage therapeutique et/ou prophylactique, 
caract^risee en ce qu'elle comprend, entre autres, un agent therapeutique 
capable d'inhiber une activite superantigenique dans un 6chantillon 
biologique, telle que definie dans les revendications 26 a 35, 
eventuellement en association avec un excipient et/ou un adjuvant et/ou un 
diluant pharmaceutiquement acceptables. 

37. Composition selon la revendication 36, caract6ris6e en ce 
que I'agent therapeutique est choisi parmi une molecule naturelle et/ou une 
molecule recombinante, ou un fragment desdites mol§cules, dont la 
sequence prot6ique correspond a la sequence des molecules Vps16 et/ou 
17, de preference Vpl6, eventuellement en association avec une ou des 



molecules naturelles et/ou recombinantes ou un fragment desdites 
molecules dont la sequence proteique correspond a la sequence des 
molecules Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22 et preferentiellement des 
molecules Vps 3 et 12. 

38. Composition selon la revendication 36, caracterisee en ce 
que I'agent therapeutique est choisi parmi une molecule natureile et/ou une 
molecule recombinante, ou un fragment desdites molecules, dont la 
sequence proteique correspond a la sequence de la molecule Vp16 et/ou 
17, eventuellement en association avec une ou des molecules naturelles 
et/ou recombinantes ou un fragment desdites molecules dont la sequence 
proteique correspond a la sequences des molecules Vps 7, 14 et 17 et 
preferentiellement des molecules Vps 7 et 17. 

39. Composition selon la revendication 36, caracterisee en ce 
I'agent therapeutique est choisi parmi les molecules naturelles, et/ou 
recombinantes et/ou de synthese ou un fragment desdites molecules qui 
cedent pour les molecules telles que definies dans les revendications 37 et 
38. 

40. Composition selon la revendication 39, caracterisee en ce 
que I'agent therapeutique et/ou prophylactique est choisi parmi les genes 
therapeutiques comprenant des molecules ADN et/ou ARN. 

41 . Composition prophylactique et/ou therapeutique selon la 
revendication 36, caracterisee en ce que I'agent prophylactique et/ou 
therapeutique est choisi parmi les oligonucleotides anti-sens et les 
oligonucleotides anti-genes. 



42. Composition prophylactique et/ou therapeutique selon la 
revendication 36, caracterisee en ce que I'agent prophylactique et/ou 
therapeutique est choisi parmi au nnoins un iigand susceptible d'interagir 
avec les Vps 16 et/ou 17, en particulier le Vpi6, eventuellement en 
association avec au moins un Iigand susceptible d'interagir avec au moins 
un des Vps 2, 3, 7, 8, 12, 14, 17 et 22 et preferentieilement les Vps 3 et 
12. 

43. Composition selon la revendication 42, caracterisee en ce 
que le Iigand est choisi parmi les anticorps, de preference les anticorps 
monoclonaux et les anti-recepteurs des TCRs des differents Vps. 

44. Composition prophylactique et/ou therapeutique selon la 
revendication 36, caracterisee en ce que I'agent prophylactique et/ou 
therapeutique est choisi parmi au moins un Iigand susceptible d'interagir 
avec le Vp16 et/ou 17, eventuellement en association avec au moins un 
Iigand susceptible d'interagir avec au moins un des Vps 7, 14 et 17 et 22 
et preferentieilement les Vps 7 et 17. 

45. Composition selon la revendication 44, caracterisee en ce 
que le Iigand est choisi parmi les anticorps, de preference les anticorps 
monoclonaux et les anti-recepteurs des TCRs des differents Vps. 

46. Composition therapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce que I'agent therapeutique et/ou prophylactique est un 
agent susceptible de bloquer I'interaction du superantigene aux cellules 
presentatrices d'antigene. 



47. Composition th6rapeutique et/ou prophylactique, 
caracterisee en ce que I'agent therapeutique et/ou prophylactique est choisi 



m • 



parmi au moins une cellule modifiee genetiquement in vitro, de preference 
une cellule d'origine mammifere, par un agent therapeutique qui consiste en 
au moins une molecule d'acide nucleique codant pour au moins une 
molecule dont la sequence proteique correspond a la sequence codant pour 
5 les molecules telles que definies dans les revendications 36 et 40, en 
particulier une molecule ADN et/ou ARN. 



48. Composition selon la revendication 36, caracterisee en ce 
I'agent therapeutique et/ou prophylactique est choisi parmi au moins une 

10 cellule modifiee genetiquement in vitro, de preference une cellule d'origine 
mammifere, par un agent therapeutique qui consiste en au moins une 
molecule d'acide nucleique codant pour au moins un ligand tel que defini 
dans les revendications 44 et 45, en particulier une molecule ADN et/ou 
ARN. 

15 

49. Utilisation d'une composition telle que definie dans les 
revendications 36 a 48, pour la prophylaxie et/ou le traitement d'une 
pathologie, en particulier une maladie auto-immune, telle que la sclerose en 
plaques. 
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